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Diazinon etkisinde 5, 15 ve 30 giin siire ile birakilan ergin Cyprinus
carpio’da oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna kargi doku spesifik savunmalar1
kargilagtirlmistir. Diazinonun ndrotoksisite potansiyelini ve iyon iletimine olan
etkilerini belirlemek {izere uygulamadan sonra farkli dokularda asetilkolinesteraz ve
sodyum potasyum adenozin trifosfataz spesifik aktiviteleri spektrofotometrik
yontemler kullanilarak belirlenmistir. Diazinonun g¢evredeki diizeyleri ve C.
carpio’da letal derigimi esas alinarak 0.0036 ppb, 0.018 ppb ve 0.036 ppb derigimler
segilmigtir.

Diazinon uygulamasi solunga¢ ve kas dokularinda nérotoksisiteye neden
olmustur ancak sindirim sistemi ve bobrek dokusunda degisim bulunmamgtir. Kas
ve bdbrek dokularinda sodyum potasyum adenozin trifosfataz aktivitesinde dnemli
bir azalma kaydedilirken solunga¢ dokusunda dalgalanma goriilmiistiir. Stiperoksit
dismutaz aktivitesi diazinon toksisitesine bagl olarak oksidatif strese kars1 sindirim
sistemi digindaki tiim dokularda artmigtir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi sindirim
sistemi ve bdbrek dokusunda degismezken solunga¢ ve kas dokularinda aktivite
artmugtir. Katalaz aktivitesi sindirim sistemi ve kas dokusunda azalirken, solungag ve
bobrek dokularinda 6nemli bir degisim olmamugtir. Malondialdehit miktar diazinon
uygulamasina yanit olarak azalan ve artan degisimlerin kaydedildigi bobrek dokusu
digindaki tiim dokularda artmugtir. Protein miktar1 sadece bobrek dokusunda 5 giin
uygulama sonunda derigime bagh olarak azalmgtir.

Bu ¢aligmanin bulgularmma gore diazinonun subletal derigimleri C. carpio’da
oksidatif strese ve ndrotoksisiteye neden olabilir ve dokuya 6zgii yanitlari doza bagh
olarak indiikleyebilir. Ayrica superoksit dismutaz aktivitesinin diazinon
toksisitesinde biyoindikat6r olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Diazinon, C. carpio, oksidatif stres, AChE, Na'K*-ATPaz
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ABSTRACT
MSe THESIS

THE OXIDATIVE STRESS and NEUROTOXICITY POTENTIAL of
DIAZINON in the TISSUES of Cyprinus carpio

Demet USTA
UNIVERSITY OF CUKUROVA
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY
Supervisor: Assist.Prof Dr. ELif ORUC
Year: 2003, Page: 99
Jury: Assist.Prof.Dr. Elif ORUC
: Prof.Dr. Nevin UNER
: Assoc.Prof.Dr. Liiliifer TAMER

Tissue-specific defenses against the possibility of oxidative stres and lipid
peroxidation were compared in adult fish, Cyprinus carpio exposed to diazinon for 5,
15 and 30 days. We also examined the alterations of acetylcholinesterase and sodium
potassium adenosine triphosphatase specific activities in order to evaluate the
neurotoxic potential of diazinon and its effect on ion transmission in the different
tissues of fish after diazinon exposure, by using spectrophotometric methods. 0.0036
ppb, 0.018 ppb and 0.036 ppb were chosen as experimental concentrations based on
the environmental levels and lethal concentration of pesticide in C. carpio.

Diazinon exposure caused the neurotoxicity in gill and muscle tissues,
however no changes observed in gastrointestinal tract and kidney tissue. A
significant decline was recorded in sodium potassium adenosine triphosphatase
activity in muscle and kidney tissues while fluctuation was shown in gill. Superoxide
dismutase activity increased against to oxidative stress depending on diazinon
toxicity in all tissues with the exception of gastrointestinal tract. There is no
significant changes in glutathione peroxidase activity in gastrointestinal tract and
kidney tissue while the activity tends to increase in gill and muscle tissues. Catalase
activity decreased in gastrointestinal tract and muscle tissues whereas no significant
alteration was observed in gill and kidney tissues. Malondialdehyde content
increased in response to diazinon treatment in all tissues except for kidney in which
decreasing and increasing trends were recorded. Protein content declined in a
concentration-dependent manner only in gill for 5 days.

According to the findings of the present study, sublethal diazinon
concentrations may cause oxidative stress and neurotoxicty, and induce tissue
specific responsse in C. carpio dose dependently. Furthermore, superoxide dismutase
may be used as a bioindicator of diazinon toxicity.

Key words: Diazinon, C. carpio,oxidative stress, AChE, Na'K'-ATPase
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1. GIRIS Demet USTA

1. GIRIS

Cevre kirliligi herhangi bir madde ya da enerji formunun (6rnegin 1s1)
¢evrenin uyum saglayabileceginden daha yiiksek bir oranda dispersiyon, yikilma,
geri doniigim ya da depolama yolu ile gevreye girmesi olarak tammlanir.
Kirlenmenin artmasi endiistrilesme, kentlesme ve insan populasyonundaki artigm bir
sonucudur (Hayward ve Trerise, 2001). Endiistriyel ve tarimsal aktivitelerdeki artig
toprak ve suyun toksik organik kirleticiler ile kontaminasyonuna neden olmustur. Bu
olay hem ¢evre hem de canhilar agisindan tehlikeli bir durum olugturmaktadir (Torres
ve ark., Baskida).

Ksenobiyotikler ile giderek artan gevresel kirlenime akuatik ortamlarda ciddi
sorunlara neden olmaktadir. Su kirliligi deniz, gol, dere ve yer alt1 sularinda bu
bilesikletin birikimi sonucu olugur. Bu durum yasamu ya dogrudan etkiler ya da
sekonder uzun siireli zararhi etkilere neden olur (Hayward ve Trerise, 2001).
Ksenobiyotikler yogun kullanim, havadan ilaglama ya da uygulama sonras: siiziilme
ya da kaza eseri meydana gelen saliim ile akuatik ortamlara girer ve yayilirlar.
Ksenobiyotikler ile yakin temas ve onlarin reaktivitesi akuatik organizmalarda
sadece onlarin degil ayni zamanda insan igin de tehlike olugturacak
biyoakiimiilasyon ile sonuglanir (Zelikoff, 1994).

Pestisitler bocekler, zararh otlar ve nematodlar gibi istenmeyen organizmalari
engellemek, yok etmek, uzaklastirmak ya da kagirmak amaci ile kullanilan, etki
tarzlary, dogadaki kaliciliklart ve parcalanma yollart birbirinden farkl: fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik ajanlar olarak tanimlanabilirler. Ancak, pestisitler hedef
organizma disindaki canlilara da toksik etkili olabilirler. Fonksiyonlarina gére farkh
smiflara ayrilabilirler. Ornegin; etki ettikleri canli grubuna gore insektisitler,
herbisitler, fungusitler ve nematositler ve rodentisitler olarak smiflandirilabilirler. Bu
pestisit smiflar1  kimyasal yapilarma gore organoklorlular, karbamatlar,
organofosfatlar ve piretiroidler olarak gruplandirihirlar (DFID NRSP Project R7668,
2002).

Organofosforlu insektisitler Ikinci Diinya Savas’1 sirasinda kimyasal savunma
ajanlar1 ve insektisit olarak gelistirilmiglerdir (Hathway, 2000). Organofosforiu

insektisitler fosforik, fosfonik, fosforotioik ya da fosfonotioik asitlerin ester, amid ya

1
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da tiyol tlirevleridirler. Organofosforlu insektisitlerin temel kimyasal yapilar1 Sekil
1.1.de verilmigtir .

R,
Sekil 1.1. Organofosforlu insektisitlerin kimyasal yapist (Sogorb ve Vilanova, 2002).

R, ve R, genelde aril ya da alkil gruplaridwr. Fosfor atomuna dogrudan
(fosfinatlar) ya da bir oksijen veya bir kiikiirt atomu ile (fosfatlar ya da fosfatiyoatlar)
baglidirlar. Diger durumlarda R; fosfor atomuna dogrudan baghdir ve R, ile oksijen
ya da kiikiirt atomuna baghidr (fosfonatlar veya tiyofosfonatlar). -X grup halojen,
alifatik, aromatik ya da heterosiklik gruplara ait olabilir. Fosfor atomuna bir oksijen
ya da kiikiirt atomu ile bagli —X grubu “ayrilan grup” olarak adlandirilir. Clinkii
organofosforlu bilesik fosfotriesterazlar ile ya da protein hedefler ile etkilesim
sonucunda hidroliz edildiginde bu grup ayrilir (Sogorb ve Vilanova, 2002). Cevrede
kisa siireli kalicihiklari nedeni ile organofosforlu bilesikler diinya genelinde yaygin
olarak kullamlan insektisit grubu haline gelmistir. Cevrede hzli pargalanmalarina
kargin, genellikle hedef segicilikleri yoktur ve hedef olmayan omurgal ve omurgasiz
canlilara karg: yliksek akut toksisite gosterirler (Fulton ve Key, 2001).

Diazinon (O, O- diethyl O-[6-methyl-2-(1-methylethyl ) — 4— pyrimidinyl]
phosphorothioate) genis aktiviteye sahip kontakt etkili organofosforlu bir
insektisittir. Bocek, akar ve Sriimceklerin ergin ve geng formlarmna kars: etkilidir.
1950°1i yillarin bagmndan beri kullamlmaktadir. Baghica formiilasyonlar: islanabilir
toz ve emiilsifiye olabilir derigimlerdir. Diazinonun ticari isimleri Knox-out, Dianon
ve Basudin’dir. Diazinonun gevresel diizeyleri genelde diigiiktiir. Solunum ya da
besinle de alinabilir. Su yolu ile alinimi1 6nemsiz diizeydedir.

Diazinon kullanimi iki ana gruba ayrilir; tarimda pestisit olarak ve
veterinerlikte ilag olarak. Yenilebilir iirlinlerde diazinon rezidiilerinin ana kaynagi
pestisit olarak kullanimindan, et, sakatat ve diger hayvansal triinlerdeki rezidiiler
aktif madde igeren veterinerlik ilaglarinin kullammindan kaynaklanr,
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Diazinonun kimyasal ve biyolojik par¢alanmasinin hizh olmasi nedeniyle
toprakta kaliciligs fazla degildir. Topragm tipine, mikroorganizmalarm aktivitelerine,
su igerifine ve pestisit konsantrasyonuna bagl olarak diazinonun topraktaki yari
Oomr(i 21-80 glin arasinda degisir. Toprakta diazinonun hareketi dzellikle organik
madde ve kalsiyum karbonat miktar olma.k tizere bir ¢ok faktdr tarafindan etkilenir.
Oktonal adsorpsiyon katsayismmn (Ko) 500 olmasmdan dolay: topraga kuvvetli
sekilde baglandi: diistiniiliir ve toprakta orta derecede hareketlilik gsterir.

Dogal sularda diazinonun yar1 ©Omrli 5-15 giindiir. Diazinonun
par¢alanmasinda kimyasal ve biyolojik iglemler bir arada rol oynayarak birka¢ hafta
icinde mineralize olmasina neden olurlar.

Akuatik organizmalar tarafindan diazinonun almim hizhdwr. Hizli
metabolizmas: ve eliminasyonu ile akuatik canlilarda biyokonsantrasyon faktdrii
digiiktiir.

Kimyasal Ad1 : Diazinon
Kimyasal Yap1
CH3CH20\ 8

CH,CH,0” "0 ’
“ CH(CH.)
/ ‘ﬁ" 1)z
-=N

H,C

Kimyasal Formiil : Cy,H;N,O3PS

Molekiiler Agirlik : 304.35

Baglica Kullanimi : Insektisit

Ikincil Kullantmi : Ektoparazitsit

Kimyasal Grup  : Organofosforlu bilegik

IUPAC Kimyasal Isim: O,O-diethyl O-2-isopropyl-6-methyl-pyrimidin-4-yl
phosphorothioate

CAS Kimyasal Isim: O,O-diethyl O-[6-methyl-2-(1-methylethyl)-4-pirimidinyl]
phosphorothioate
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Yogunluk :20°C’de 1.11 g/em®

Kaynama Noktas1 : 26.6 mPa’da 83-84°C ; 133 mPa’da 125°C
Buhar basinci :20°C°de 9.7 mPa

Spesifik gravite :20°C’de 1.116-1.118

Stabilite : 100°C’nin tizerindeki sicakliklarda oksidasyona duyarh; nétral
ortamlarda stabil, alkali ortamlarda yavas, asidik ortamlarda daha
hizli hidroliz olur.

Parcalanma :>120°C

Korozivite : Non-korozif

Coziintirlik : 20 °C’de suda 60 mg/L; eter, ascton, alkol, benzen, toluen,

siklohekzan, hekzan, diklorometan gibi yaygin organik ¢dziiciiler
ile tamamen karistirilabilir.

Diazinon gastrointestinal sistemden, deriden ve solunum ile alinabilir.
Insanlarda transdermal absorbsiyonu diigiiktiir. Diazinon mikrozomal enzimlerce
kolinesteraz inhibitérii olan diazokson, hidroksidiazokson ve hidroksidiazinon
metabolitlere oksitlenir. Siit ve yumurtada metabolitleri diisik miktarda
belirlenmistir. Diazinon ve metabolitleri viicut dokularinda belirlenmigtir. Oral yolla
alman diazinonun %59-95’1 24 saat iginde, %95-98’1 7 giinde baghca iire ile digar:
atilir.

Diazinonun metabolik pargalanma yolu (Sekil 1.2.);

a) Ester bagimn pargalanmasi ile hidroksipirimidin tiirevierinin olugumu,

b) P-S kisminn P-O tiirevlerine trmxsformasyonu,

¢) Izopropil bilesenin oksidasyonu ile primer ve tersiyer alkol tiirevlerinin
olusumu,

d) Metil bilesenin oksidasyonu ile alkol olugumu,

e) Ester bagmmin glutatyon-aracilikli parcalanmas: ile glutatyon konjugatmn

olugumu (WHO, 1998).
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CH,
OH 0 0 7
T G \P oy o
wol 1 by
N PO /‘\ Diazokson 3 ‘0
C,HO N CHGH3
G5Ol i
/ P—OH -» Ure
Karacifjer (soluble fraksiyon)
mkrozonia’l
CH,
o] Q - zj,. fl L1
/ .
CoHO CHCH CHCH ™ CHCHZOH
2—1zopropll-4rneul oksidasyon Grinii CHa
Diazinon Cz“so\g y 6-hidroksipirinridin
cszo/ Ymdesyon)
Dietilfosforotioyik asit
j . Bili en
Ure — B ool A
S
CHy N
CHy
o 27 N oksidasyon Oriinti

02H50/

wd 1
c--~cx-l2
cH3l

Sekil 1.2. Diazinonun metabolik yolu (U.S. Department of Health and Human
Services, 1996)
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Toksikolojik degerlendirmeler sonucunda diazinonun canlilar igin toksik
oldugu bulunmustur. Diazinon etkisinde meydana gelen toksisite, diazinonun
biyolojik olarak aktif okson metabolite doniigtimiinii saglayan aktivasyon iglemidir.
Bu metabolik aktivasyon islemi baglica karaéigerde meydana gelir ve oral alinimdan
sonra 30-60 dakika siirer. Diazinonun ve onun biyolojik olarak aktif okson
metabolitin nispeten inaktif metabolitlere biyotransformasyonu baglica karacigerde
meydana gelir. Bu metabolitlerin ¢ogu bibrekler yoluyla viicuttan alinip tire ile digari
cikartilir. Diazinon P-O aril baginin ayrilmas: ve izopropil bilegenin oksidasyonu ile
inaktive edilir. Metabolitlerin bityiik ¢ogunlugu iiriner ekskresyon amaci ile siilfat ya
da glukronid ile konjuge edilir (National Registration Authority, 2002).

1.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Tiirler

Reaktif oksijen tiirler normal metabolik iglemler boyunca siirekli olarak
tiretilir ve ¢esitli koruyucu mekanizmalar ile detoksifiye edilirler. Oksijen
aktivasyonu ile reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu arasindaki denge
aktivasyon yOniinde kaydiginda oksidatif stres meydana gelir (Levi ve Hodgson,
2001).

Oksijen metabolizmas:1 serbest radikal olarak adlandmrilan aktif ara
bilesiklerin olusumuna neden olur. Serbest radikaller eglesmemis bir elektrona sahip
olan organik ya da inorganik reaktif kimyasal tiirlerdir. Bir kez olustuklarinda DNA,
protein gibi endojen molekiiller ile gok sayida farkli tiirden reaksiyona katilabilirler.
Serbest radikaller;

a) Hicrelerin iyonize edici radyasyon etkisinde kalmasi,

b) Oksijenin metal katyonlar ve organik bilegikler ile enzimatik olmayan
reaksiyonlari,

¢) Solunum zincirinde elektron transportunda, fagositoziste ve sitokrom
Puso sistemin aktivitesinde yer alan enzimatik reaksiyonlar sonucunda

olugurlar (Viarengo ve ark., 1991).
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Ksenobiyotik

R
Patolojik bozukluklar \
* Serbest radikaller
0, R-

Metabolik iglemier
\ 0,-HO, 10,

—— 3 Antioksidaniar

reaktif oksijen
/ tirler \
Okside nakleik % Okside

asitler aminoasitler
H,O Hz;N,_ . COOH
2L2 v
Okside niikleotidler CH,
0 0}1
N N, \
H:N "l:wj[ N')_ o V o-tirozin
R lipid peroksidier o
8-hidroksi-guanozin AN R m{ﬁi
O L
0O0OH OH oH
N o
QJ‘N 8-izoprostan
alkanlar aldehidik GrQnier
timidin glikol R===(
konjuge dienler
/MR
o, -doymamig
n-aldehidler aldehidler

H
U RS0 R?\NO
malondialdehid trans-4-hidroksialkenal
Sekil 1.3. Serbest radikal hasar: tirtinleri (de Zwart ve ark., 1999).

Doymamig yag asitleri ile reaksiyonlari sonucunda alkoksil radikal (RO,
peroksi radikal (ROQO) ve organik hidroperoksitler (ROOH) gibi diger reaktif oksijen
tirleri olugur. Bu olay lipid peroksidasyonuna ve membran hasarma neden olur.
Proteinler ile reaksiyonlar1 enzim hasarina, DNA ile reaksiyonu ise baz
modifikasyonlarma ya da iplik kiriklarina neden olur ki bu durum mutajenite ve
karsinojenite ile sonuglanir (Sekil 1.3.). Reaktif metabolitler nikleik asit, kofaktor,
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lipid ve polisakkaritlere kovalent olarak baglanabilirler ve onlarin biyolojik
ozelliklerini degigtirirler. Sonug olarak ¢ok sayida etki meydana gelebilir ve bunlarmn
arasinda enperji Uiretiminin kaybi, membran permeabilitesinin degismesi ve
makromolekiillerin sentezinin azalmasi bulunmaktadwr (Livingstone, 1991).

Molekiiler oksijenin (O;) temel metabolizmasinda dort elektron alimmu ile
tamamen H;O’ya rediiksiyon yer alir. Ancak asagida gosterildigi gibi bir elektron
rediiksiyonu yolu ile serbest radikaller ve HyO, meydana gelebilir;

Oy+e =0, siiperoksit radikal
0; +H;O—»>HOy + OH"  hidroperoksil radikal
HO; + e+ H - H,O, hidrojen peroksit

H;O0, + ¢ —» HO + OH" hidroksil radikal

Molekiiler oksijene bir elektron transferi ile O, radikal olusur. Sulu, nétral
pH soltisyonlarda O, nin kimyasal reaktivitesi baglica ii¢ tip reaksiyonu igerir;

1. Stiperoksit radikal zay1f bir baz gibi proton alarak hidroperoksil radikali (HO~)
olusturur. Bu reaksiyonu H,0,’ye dismutasyon reaksiyonu takip eder.

O, +H' — HO3

0,7+ 0"+ 2H" — H;0, + 0,

2. Stiperoksit radikal, Fe" ve Cu'? gibi okside gegis metal kompleksleri,
ferrisitokrom ¢ ve kinonlar gibi elektron akseptdrleri igin bir elektron
indirgeyici gibi davramr,

3. Stiperoksit radikal askorbat gibi asidik protonlar tagiyan molekiiller igin bir
elektron oksidan gibi davranir.

Siiperoksit radikal, H,O, ve HO" gibi diger reaktif tiirlerin olusumuna neden
olur. Hidroksil radikal biyolojik sistemlerdeki en kuvvetli oksidan olarak diigtiniilir.
Cesitli molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilir.

Hidroksil radikal Fenton reaksiyonu yolu ile H,O,’nin parcalanmasmdan
meydana gelir;

Fe? + H,0, — Fe™ + HO + OH

Haber-Weiss reaksiyonu yolu ile O, ve Hy,O,’nin etkilesiminden meydana
gelir;
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0, + Hy0p = 0, + H;0, + HO

Bakir gibi rediikte gecis metal formlarinin HyOs ile etkilesimi sonucu olugur;

Cu" + 1,0, — Cu” + HO + OH’

Hidroksil radikal hidrofobik ve hidrofilik hiicresel mikro gevrelerde ¢ok
sayida biyolojik bilesik ile reaksiyona giren agir1 derece reaktif ve stabil olmayan
oksitleyici bir tiirdiir. Hidroksil radikal, hidrojen ayrilmasi ve elektron transfer
reaksiyonlarina katilir. Siiperoksit radikal ve HyO»’nin aksine, hi¢bir enzim sistemi
direkt olarak HO' reaktivitesini diizenleyemez. Hiicresel temizleyici mekanizmalarin
amaci HO' olusumunu engellemektir (Del Maestro, 1980).

Hidrojen peroksitin kendisi gesitli organik molekiilleri oksitlemeye yetecek
diizeyde reaktif degildir. Ancak, daha Once belirtildigi gibi oldukga yiiksek
reaktiviteye sahip HO’yu liretme yeteneginden dolay:1 biyolojik olarak dnemli bir
oksidandir (Yu, 1994). .

Hidrojen peroksit iki tip reaksiyon ile olugur:

1. Urat-, D-amino asit ve ksantin oksidaz gibi enzimler ile O,’nin divalent

rediiksiyonu,

2. Siiperoksit radikalin kendiliginden ya da enzim katalizli dismutasyonu.

Hidrojen peroksit olusumu ile sonuglanan divalent enzimlerin c¢ogu
peroksizomlarda lokalize olur. Stiperoksit radikalin intraselliiler kaynaklar1 H,O,
iretimine neden olsa da mitokondri asil H,O, tiretim kaynagidir. Eslesmemis
elektronu olmadigindan radikal degildir ve orta diizeyde kimyasal reaktivite gdsterir.
Hidrojen peroksitin iki 6zelligi onun kimyasal reaktivitesinin artmasmna neden olur;

a) Hidrojen peroksit biyolojik membranlari kolayca gegebilir,

b) Hidroksil radikal ve oksoferril komplekslér (Fe™=0) gibi daha giicli

oksidanlarm olusumu igin gereklidir.

Cesitli hiicre tiplerinde {iretilen nitrik oksid (NO") vaskiiler endotelyumda iyi
arastirilougtir. Cok fazla reaktif olmamasina karsin (zayif oksitleyici fonksiyon) Oy~
ile kolayca reaksiyona girer ve agir1 derecede reaktif olan peroksinitriti (ONOO")
olusturur.

Triplet molekiilden molekiiler oksijene uyarilma enerjisinin transferi ile

elektronik olarak uyariimis singlet oksijen (10,) olusur, eslesmemis elektrona sahip
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degildir. Baslica elektronca zengin molekiiller ile reaksiyona girer. Biyomolekiiller
lizerinde zararl etkileri vardir, genotoksik ve sitotoksik etkilere neden olur. Ayrica,
sinyal transdiiksiyon yollarinda ve karsinogeneziste rol alir.

Acrobik ortamda bir organizmanin hayatta kalmasi icin serbest radikal
tiirlerin biyolojik liretimi ile organizmanin bu reaktif tiirleri kontrol etme kapasitesi
arasinda karmagik bir etkilesim vardir (Del Maestro, 1980). Aerobik yagsamin bir
sonucu olarak, canlilar metabo]izmémn yan Uriinii olarak siirekli olarak iiretilen
reaktif oksijen tiirleri (0,7, H,0,, HO) ile miicadele etmek ve hiicresel
makromolekiilleri onlarin verdigi hasardan korumak durumundadirlar (Storey, 1996).

Serbest oksijen radikaller tiim aerobik dokularda devamli olarak tretilirler.
Ksenobiyotiklerin ¢ogu reaktif oksijen tiirlerin olusumu yolu ile toksik etki
gosteritler (Lackner, 1998). Serbest radikaller pestisitlerin ve gevresel kimyasallarm

toksisitesinde 6nemli rol oynarlar (Banerjee ve ark., 1999).
1.2. Biyoindikatorler

Son yillarda biyoindikator kavrami gevre bilimlerinde ¢ok Onemli bir yere
sahiptir. Bu terim dogal ya da ¢evreden kaynaklanan stres sonucunda organizmada
gozlenen biyolojik degisimler ile ilgilidir (Zelikoff ve ark., 2000).

Molekiiler ya da hiicresel diizeylerde Slgiilen biyolojik indikatdrler ya da
biyoindikatdrler gevresel kalite degerlendirmesinde biyolojik etkinin belirlenmesinde
duyarli bir “erken wuyart” olarak kullanilmaktadw. Segilen biyoindikatér
organizmanin kirleticilerin etkisinde kaldifini veya organizmamn kirletici ajana
yanitmin boyutunu gostermelidir (Cajaraville ve ark., 2000).

Biyoindikatorler spesifikliklerine gore iki diziye ayribrlar. Dizi 1
biyoindikatorler; spesifik kirleticilere yanit verirler ve genellikle enzim
inhibisyonunu igerirler. Dizi 2 biyoindikatérler; genel subletal strese yanit verirler ve
genellikle enzim indiiksiyonunu igerirler. Organofosforlu ve karbamatli pestisitlerin
etkisinde asetilkolinesteraz aktivitesinin, kurgun toksisitesinde gama-aminolevulinik
asit dehidrataz aktivitesinin inhibisyonu ve agir metal etkisinde metallotionein diizeyi

Dizi 1 biyoindikatdrler i¢inde yer alir. Stres yanitlayan proteinler, lipid

10
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peroksidasyonunun {iriinli olan malondialdehid (MDA), askorbik asit ve hormon
diizeylerindeki degisimler Dizi 2 biyoindikatérler i¢inde yer alwlar. Ksenobiyotik
metabolizmasinda yer alan sistemler biyoindikat6rlerin 6zel bir alt grubunu
olugturur. Kirleticilere yanit olarak spesiﬁk olarak indiiklendikleri ancak bireysel
kirleticiler agisindan nispeten non-spesifik olmalart nedeni ile Dizi 1 ile Dizi 2
biyoindikatorler arasinda 6zel bir yerde yer alirlar (Rees, 1993).

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) ve
glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) gibi hiicresel antioksidan sisteme ait olan
enzimler reaktif oksijen tiirlerinin toksisitelerine kargi koyarlar. Dolayis1 ile
antioksidan enzimler hiicre homeostaziéinin korunmasinda 6nemli rol oynarlar.
Kimyasal stres altinda antioksidan enzimlerin aktiviteleri indiiklenebilir ya da inhibe
olabilir. Bu iki tip yanit birbirine zit degildir ve bir yandan uygulanan stresin
yogunluguna ve siireye, diger yandan etkide kalan canhnin duyarliligina baglidir.
Indiiksiyon canlmin ortama ve toksisiteyi engellemeye adaptasyonu olarak
diigtintiliir. Inhibisyon strese kars1 yiiksek duyarlilik ile karakterize edilen tehlikeli
durumu gosterir ve olumsuz etkilere neden olabilir. Dolayisi ile antioksidanlar sadece
ksenobiyotiklerin etkisinde kalmay: degil ayn1 zamanda toksisiteyi de yansitan
kullamigh indikatorlerdir (Doyotte ve ark., 1997; Cossu ve ark., 2000).

Asectilkolinesteraz  (AChE, EC 3.1.1.7) aktivitesinin inhibe olmasi
organofosfat ya da karbamatlarin etkisinde kalmanin bir. gostergesidir.
Asctilkolinesteraz organofosforlu insektisitlerin baglica toksisite mekanizmasidir. Bu
nedenle biyoindikator etki bilegigin toksik etki mekanizmas: ile dogrudan iligkilidir.
Asetilkolinesteraz aktivitesinde énemli bir inhibisyon belirlendiginde organizmanin
sadece bilesige maruz kaldif1 degil ayni zamanda fizyolojik etkiler olusturmak {izere
yeterli dozda bilesigin hedef bdlgeye ulagtig: anlagilir. Ayrica daha dnce bahsedildigi
gibi organofosforlu insektisitler dogada hizli sekilde pargalanirlar ve gevresel
Orneklerdeki konsantrasyonlar: saatler iginde belirlenebilir diizeyin altina diigebilir.
Ancak c¢ogu tiirde AChE inhibisyonu daha uzun siire devam eder (Fulton ve Key,
2001).

Reaktif oksijen tiirler a) Membran fosfolipidleri b) Membran proteinleri

¢) lyon transport mekanizmalarimin diizenleyicilerini hedefleyerek iyon transport
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mekanizmalar1 lizerindeki etkilerini gosterirler (Kourie, 1998). Sodyum, potasyum
adenozin trifosfotaz (Na'K'-ATPaz, EC 3.6.1.37), reaktif oksijen tiirlerin
hedeflerinden biridir, dogrudan oksidatif stres i¢inde yer alir ve toksisitenin énemli
indikatorlerinden biridir (Dobrota ve ark., 1999; Yadwad ve ark., 1990).

Oksidatif stres sirasinda meydana gelen tipik reaksiyonlardan biri doymamis
yag asitlerinde peroksidatif hasar oldugundan lipid peroksidasyonu kimyasal
kirleticiler tarafindan indiiklenen oksidatif stres etkilerine karg: indikator olarak
kullanilabilir (Pandey ve ark., 2003).

Akuatik ortamlar akuatik canlilarda oksidatif stres olusturma potansiyeline
sahip ¢ofu ¢evresel kirleticiyi igermektedir. Memeliler ile benzer olarak, balik
dokularinda reaktif oksijen tiirler devamli olarak {iretilirler. Baliklar ile yapilan
calismalar memeliler ile baliklarin oksidatif strese karsi benzer toksikolojik ve
adaptif yamitlar verdiklerini géstermektedir. (Kelly ve ark., 1998). Ayrica baliklar
besin zincirinde 6nemli rol oynarlar ve pestisitlerin baliklar tizerindeki etkilerinin
arastirilmasi, bu maddelerin insan saghima olan olumsuz etkilerinin
degerlendirilmesinde tanimlayict bir Sneme sahiptir (Begum ve Vijayaraghavan,
1996).

Solunga¢ dokusu suda ¢6ziinmiis ksenobiyotikler ile kargilagan ilk organdir.
Ayrica solungaglar ters kan/su akim sistemine, cok ince epitel membranlara ve biiylik
ylizey alanina sahiplerdir. Bu 6zelliklerin tamami maddelerin sudan alintmi ve kana
taginmalarini kolaylagtirir. Diger omurgalilarda oldugu gibi baliklarda da, bobrek
ksenobiyotiklerin eliminasyonunda temel yoldur. Ayrica biyotransformasyonda da
Onemli bir organdir; ¢linkii ¢evresel sartlarda ksenobiyotiklerin alimimi solungaglar
yoluyla gergeklesir, sonrasinda organik molekiiller arteriyal kan akimi ile 6ncelikle
bobrege yonlendirilirler (Riviere ve ark., 1990).

Metabolik atiklarn uzaklasgtinlmasinda ve ekstraselliiler sivi hacminin,
elektrolit kompozisyonunun ve asit-baz dengesinin diizenlenmesinde rol oynamasi
nedeniyle bdbregin fonksiyonel biitiinliigii tim viicut homeostazisi i¢in yasamsal
Onem tagir. Bobrekte meydana gelen toksik bir durum bu fonksiyonlarin bir kismina
ya da tamamina zarar verebilir ve tiim viicut homeostazisinde zararh etkilere neden

olabilir. Bdbrek ksenobiyotiklerin hedef dokularindan biridir. Bu dokunun
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ksenobiyotiklerle indiiklenen hasara kargt duyarli olmasmin nedenleri vardir;
oncelikle, bobrek kardiyak ¢ikigin %25%ini alir. Bu yiiksek kan akim sistemik
dolagimdaki biiyitk miktardaki ksenobiyotigin bobreklere ulagmasindan kismen
sorumludur. Ikinci olarak, filtrasyon, reabsorbsiyon ve sekresyon fonksiyonlarimn
bir sonucu olarak bobrek ksenobiyotikleri toksik diizeylerde yogunlagtirabilir. Yapisi
ve fizyolojisi nedeni ile, bobrek hiicreleri diger dokulara oranla daha fazla ve yiiksek
derisimde kimyasal etkisinde kalirlar. Ayrica, ¢ofu nefrotoksikanin toksik
olmamasina karsm bdbrege geldiklerinde renal Pysp sistem, prostaglandin sentetaz ve
ya glutatyon konjugasyonu ile ilgili reaksiyonlar sonucu aktive edilebilirler (Levi ve
Hodgson, 2001). ‘

Gastrointestinal sistem toksik maddelerin absorbsiyonunda en Onemli
yollardan biridir. Cevresel kirleticilerin gogu besin zincirine girerek gastrointestinal
sistemden absorblanirlar. Ayrica sindirim sistemi lipofilik ksenobiyotiklerin ilk gegis
biyotransformasyonlarinda énemli rol oynar (Gadagbui ve James, 2000). Molekiiler
agirliklar1 600’tin tizerinde olan bilesiklerin sindirim sisteminden absorbsiyonlar:
zayiftrr, ancak sudaki organik ksenobiyotiklerin ¢ogunun molekiiler agmhgi bu
degerin altinda olduBundan absorbsiyonlarinda sorun olmadig: goriliic (Heath,
1995). '

Kas diger dokulara gére oksijen tiiketimi fazla olan bir dokudur. Bu durum
reaktif oksijen tiirlerin yliksek oranlarda iiretimine neden olur (Fulle ve ark.,
Baskida). Baliklarda kas dokusunun biyolojik olarak analiz edilmesi besin olarak
tiketilmesi nedeniyle insan saghgt acismmdan ¢ok ©nemlidir (Begum ve
Vijayaraghavan, 1999).

1.2.1. Antioksidan Enzimler

Aerobik canlilarmn yasamlarini devam ettirebilmeleri reaktif kimyasal tiirlerin
biyolojik olusumlar: ile canlinin bu maddeleri kontrol etme yetenegi arasindaki
kargiliklx iliskiye baglidir (Del Maestro, 1980). Reaktif oksijen tiirler ve pro-oksidan
triinler spesifik antioksidan enzimleri ve diisiik molekiiler agrlikl suda ¢oziinen

(vitamin C, redtikte glutatyon (GSH), karetonidler) ve lipidde ¢6ziinen (vitamin A ve
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E) serbest radikal yakalayicilar: igeren antioksidan savunma sistemi elemanlar ile
detoksifiye edilir ve kontrol altinda tutulurlar (Livingstone, 2001).
Antioksidan sistemi olusturan enzimler SOD, CAT ve GPx’tir ve koordineli

olarak calisirlar (Sekil 1.4.) (Storey ve ark., 1996).

im inakt Konjugasyon trtnleri
Enzim inaktivasyonu .
y DNA eklenmesi (detoksifikasyon)
DNA iplik kirtklari Lipid peroksidasyonu WGTHV
\Ho' /
o Reaktif Metabolitler
Fe /
KSENOBIYOTIKLER
CAT
H,0 + 0O, ~wt—— H;0, 0"
sop Redoks Déngtisi Bilesikleri
GPX GSH 0,
+ FADred
GSSG D Redoks . NADP*
GR DBnaGsi Flavin
H,0 ngus; Enzimler
NADPH + H* o
2 FADoxs  NADPH + H*
Radikal
Metabolitier
Metabolizma / + T :
(Detoksifikasyon) DNA eklenmesi Protein eklenmesi

(Enzim inaktivasyonu)

Sekil 1.4. Reaktif oksijen tiirler ve antioksidan savunmada yer alan enzimlerin rolleri
(Inouye ve ark.,1999).
Reaktif oksijen tiirlerin hasar verici etkileri nedeni ile tiim hiicreler
antioksidan savunma sistemine sahiplerdir. Korunma ii¢ diizeyde diisiiniilebilir,
1. Reaktif oksijen tiirlerin olusumunun engellenmesi, |
2. Radikal yakalayicilar ya da antioksidan enzimler yolu ile reaktif oksijen
tlirlerin sonlandiriimas,

3. Hasarh hiicresel bilegenlerin tamir edilmesi.

14



1. GIRIS Demet USTA

1.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz iki siiperoksit anyonun (O,) oksijen ve HyO’ye
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir ve hiicreleri O;”nin zararh
etkilerine karg1 korumada 6nemli role sahip oldugu diigiiniilir;

20,7+ 2H" - 0y + 0,

Ug tip SOD vardir, aminoasit dizi homolojilerine kargm iki farkh evrimsel
grup gosterirler. Mangan igeren SOD (MnSOD) 86 kDa molekiiler agirlia sahip
dimerik bir proteindir; prokaryotlarda ve 6karyotik mitokondrilerde bulunur. Demir
iceren SOD (FeSOD) 41 kDa mlekiiler agirha sahip bir dimerdir; prokaryotlarda ve
birkag bitki familyasinda bulunur. Bakir ¢inko igeren SOD (CnZnSOD) 32 kDa
molekiiler agirlifa sahip dimerik bir proteindir; Skaryotlarm sitosollinde, bitki
kloroplastlarinda ve birkag bakteride bulunur.

@ Zincir A: (153 rezidii)
[K&S: 2 heliks, 9 iplik ]

@Cu iyonu

@ Zn iyonu
Sekil 1.5. Bakir ¢inko igeren siiperoksit dismutaz molekiilti

(http://www.biochem.uclac.uk/ bsm/pdbsumy/1fl d/tracel. html)

Tiim CuZnSOD’lar (Sekil 1.5.) i¢in O, nin dismutasyon reaksiyonu olduk¢a
hizhidsr. Katalizlenmemis dismutasyon reaksiyonu i¢in oran sabiti sollisyonun
pH’smna baghdir ve fizyolojik pH’da yaklagik 5x10° M?s?*dir. Bakir ginko igeren
SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon ise 5.3-9.5 arahgnda pH’dan bagimsizdir ve
reaksiyonun oran sabiti yaklagik 16x10° M*s’dir. Bakir iyonlari dismutasyon
reaksiyonunda sirasiyla oksidasyon ve rediiksiyon gegirerek fonksiyon goriir.

Enzim-Cu*? + 0;” — Enzim-Cu’ + O,

Enzim-Cu+ + Oy + 2H" — Enzim-Cu™? + H,0
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Net reaksiyon: O™+ O™+ 2H" — H,0,+ O,

Ancak en azmndan bir tane farkli etki mekanizmas: daha vardrr. Ik O,”, bakir
iyonunu indirgemez ancak onunla bir kompleks olugturur. Cinko iyonlar: katalitik
déngiide fonksiyon gérmezler ancak enzimi stabilize ettikleri goriiliir.

® Zincir: A ( 200 rezidii )
[K&S: 11 heliks, 3 iplik ]
@ Zincir: B ( 199 rezidii)
[K&S: 12 heliks, 3 iplik]
@ Zincir: X ( 200 rezidii )
[K&S: 12 heliks, 3 iplik ]
® Zincir: Y ( 200 rezidi )
[K&S: 11 heliks, 3 iplik ]

4 Mn iyonu

Sekil 1.6. Mangan igeren stiperoksit dismutaz molekiilil

(hitp://www.biochem.ucl.ac.uk/ bsm/pdbsum/1kke/tracel.html)

Mangan igeren SOD’un (Sekil 1.6.) katalizledigi reaksiyon CuZnSOD ile
aymdir. Mangan igeren SOD’larmn aminoasit dizileri birbirleri ile ileri derecede
benzerdir ve CuZnSOD’lar ile iligkisi yoktur. Yiksek organizmalardaki
MnSOD’larin tamami d6rt protein alt birime sahiptir ve her bir alt birim bir Mn
iyonu tagir. Cogu bakteride ise enzimin iki alt birimi vardir. Mangamn aktif bolgeden
ayrilmasi katalitik aktivitenin kaybolmasma neden olur ve genelde fonksiyonel
enzimi olugturmak lizere demir gibi difer metal gegis iyonlan ile yer degistirmez.
Yapilan ¢aligmalar kataliz olay: srasinda manganm degerlik durumunda degisim
gecirdigini gbstermistir, ancak olay tam olarak aydmlatilmamugtir.

Demir igeren SOD’lar (Sekil 1.7.) genellikle iki protein alt birimi tagirlar.
Dimerik enzimler genelde enzimde molekiil basina bir ya da iki demir iyonu tagirlar.
Dinlenme durumunda demir Fe* seklindedir ve katalitik dongti boyunca Fe* ve Fe™
durumlar arasinda gidip gelir.
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Fe'*-enzim+ O, — Fe'%-enzim + O,

Fe'2-enzim + Oy + 2H" —> Fe-enzim + H,0,

Net reaksiyon: Oy~ + ;™ + 2H' — H,00+ Oz

Mangan iceren SOD ile benzer olarak FeSOD da yiiksek pH degerlerinde (pH
7’ye gore) diisiik katalitik aktivite gdsterir. Demir igeren SOD’larm aminoasit dizileri
MnSOD’lar ile ileri derecede benzerlik gosterir ve CuZnSOD’lar ile farkhdir.
Mangan igeren SOD’un aksine, CnZnSOD ve FeSOD ile uzun siireli uygulamalarda
inaktive olurlar. Yitksek pH’larda CuZnSOD’un inaktivasyon oram daha hizlidrr.
Bunun nedeni hidrojen peroksit tarafindan Cu™’nin Cu**ya rediiksiyonu, devammda
katalitik mekanizma icin gerekli olan histidin rezidiilerinden bir tanesini yikan HOr
ya da diger oksitleyici tiirleri olugturmak lizere Cu"nun hidrojen peroksit ile

reaksiyona girmesi olabilir.

@ Zincir: A (198 rezidii )
[K&S: 9 heliks, 3 iplik |
@Zineir: B ( 198 rezidi )
[K&S: 9 heliks, 3 iplik ]
# Zineir: C ( 198 rezidii )
[K&S: 9 heliks, 3 iplik ]
@ Zincir: D ( 198 rezidii )
[K&S: 9 heliks, 3 iplik ]

¥4 Fe iyonu

Sekil 1.7.Demir igeren siiperoksit dismutaz molekiilii

(http://www.biochem.uc.ac.uk /bsm/pdbsum/1ids/tracel.html)

Stiperoksit dismutaz tiirleri H,O, ve potasyum siyaniire (KCN) verdikleri
yamtlarm farkihig: ile birbirlerinden ayrlirlar. Mangan igeren SOD HO, ve
KCN’den etkilenmez. Demir igeren SOD HOr’ye duyarlidir ancak KCN’den
etkilenmez. Bakir ¢inko igeren SOD ise H,O, ve KCN tarafindan inhibe olur
(Ahmad, 1995).

Bakir cinko igeren SOD 1sitmaya, proteazlarm etkilerine, guanidyum klorid,
sodyum dodesil siilfat (SDS) ya da tire gibi bilesikler ile denatiirasyona karsi oldukca
direnclidir. Mangan iceren SOD, CuZnSOD ile aym: reaksiyonu katalizler. Her iki
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enzim igin de pH 7°de oran sabitleri aynidir, ancak CuZnSOD’un aksine alkali pH’da
MnSOD’un oran sabiti azalir. Mangan igeren SOD ayrica 1s1 ya da kimyasallar ile
denatiirasyona kars1 daha duyarhidir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

1.2.1.2. Katalaz

Katalaz, 250-270 kDa molekiiler agirliga sahiptir, dort protein alt biriminden
olugur ve her biri aktif bolgeye baglh bir hem (Fe"-protoporfirin) grubuna sahiptir
(Sekil 1.8.). Ayrica her bir alt birim enzimi stabilize etmeye yardim eden bir molekiil
NADPH tagrr. Katalazin alt birimlerine ayrilmas: enzim aktivitesinin kaybolmasmna

neden olur.

@ Zincir: A (727 rezidii )
[K&S: 29 heliks, 17 iplik ]
@ Zincir: B (727 rezidii )
[K&S: 29 heliks, 16 iplik ]
@ Zincir: C (727 rezidii )
[K&S: 29 heliks, 17 iplik ]
@ Zincir: D (727 rezidii )
[K&S: 29 heliks, 17 iplik |

94 x Ligand: HEM

94 Fe iyonu

Sekil 1.8. Katalaz molekiilii (http://www.biochem.ucl.ac.uk/
bsm/pdbsum/1gg9/tracel. html)

Katalazin reaksiyon mekanizmasi agagida verilmigtir:

CAT-Fe* + H,0, —> Bilesik I

Bilesik I + H,O, - CAT-Fe™* + H,0 + O,

Katalaz dkaryotik hiicrelerin ¢ogunda bulunur ve peroksizomal lokalizasyona
sahiptir. Hidrojen peroksit, O, nin dogrudan iki-elektron rediiksiyonu yoluyla ve Oy~
radikalin aracthf: olmaksizin peroksizomal enzimlerin ¢ogu tarafindan meydana
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getirildigi igin CAT’m peroksizomal bulunusunun stratejik 6nemi oldugu diistintiliir.
Peroksizomal turnoveri hizlidir ve belirlenen yar1 6mrii 1.5-2 giindiir.

Katalaz, Michelis-Menten kinetiklerine uymaz. Non-saturasyon kinetikleri
gosterir ve enzim aktivitesi H,O, ile lineer olarak artar. Dolayisiyla Km degeri
belirlenemez ve saturasyon konsantrasyonunda bile enzim H,0,’yi pargalar (Ahmad,
1995).

1.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz enzimi 1957 yilinda G.C. Mills tarafindan hayvan
dokularinda kesfedilmigtir. Baz: alg ve mantarlarda bulunmasina karsin genellikle
yiiksek yapili bitkilerde ve bakterilerde bulunmaz. Substrat: hayvanlarda, bitkilerde
ve aerobik bakterilerin gogunda milimolar diizeylerde bulunan diigik molekiiler
agmrlikls tiyol bilesik GSH dir (Sekil 1.9.).

ﬁ O
HOOC-CH-CH,-CH-C-NH-CH-C-NH-CH,-COOH

NH, CH,

SH
Sekil 1.9. Glutatyon (Horton ve Fairhurst, 1987).

Enzim hidrojen donorii olarak GSH igin spesifiktir ancak H,O,’nin yam sira
diger peroksidleri de kabul eder. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksidlerin
detoksifikasyonunda en dnemli peroksidazdir. Hidroperoksidlerin ve' H,0,’nin GSH
bagimli rediiksiyonunu katalizler;

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

2GSH + Hy0, - GSSG + 2H,0

Glutatyon peroksidaz, molekiiler afiwrligi 76-105 kDa arasinda degisen
tetramerik bir proteindir ve molekiil bagina dort selenyum atomuna sahiptir (Sekil
1.10.). Aktif bdlgede selenosistein olarak bulunur. Aminoasit sisteinde normal siilfiir
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atomu bir selenyum atomu ile yer degistirmigtir. Glutatyon selenyumu indirger ve

enzimin indirgenmig formu H,0, ile 5x10” M's™ oran sabitinde reaksiyona girer.

@ Zincir: A (185 rezidii )
[K&S: 8 heliks, 4 iplik ]

@ Zincir: B ( 185 rezidii )
[K&S: 8 heliks, 4 iplik ]

Sekil 1.10. Glutatyon peroksidaz molekiilii (http://www.biochem.ucl.ac.uk/
bsm/pdbsum/1gp1/tracel.html)

Glutatyon peroksidaz, selenyuma bagimli olan ve olmayan GPx olmak {izere
ikiye aynlir. Selenyuma bagmimhi GPx, H;O, ve organik hidroperoksidleri
indirgeyebilir. Selenyuma bagimli olmayan GPx ise HyO, ile inaktiftir ve sadece
organik hidroperoksidlerin rediiksiyonunu katalizler. Glutatyon peroksidaz enzimi
H,0,, lipid hidroperoksidler ve diger organik hidroperoksidlerin rediiksiyou yolu ile
serbest radikal tiriinlerin birikimi ve oksidatif strese kargi koruma saglar (Tappel ve
ark., 1982; Cnubben ve ark., 2001; Halliwell ve Gutteridge, 1999).

1.2.2, Asetilkolinesteraz
Asetilkolinesteraz, norotransmitter asetilkolinin (ACh) kolin ve asetata
hidrolizi ile biyolojik aktivitesinin sonlandirilmasindan ve yikimmdan sorumludur.

Asetilkolinesteraz molekdilii her biri 80 kDa molekiiler agirlikta ve etkin noktalar:
ayr1 dort alt birimden meydana gelen bir proteindir (Sekil 1.11.).
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@ Zincir: A (532 rezidii)
[K&S: 26 heliks, 14 iplik ]

Sekil 1.11. Asetilkolinesteraz molekiilii (http://www.biochem.ucl.ac.uk/
bsm/pdbsum/1qid/tracel html)

Enzimde esteratik ve anyonik olarak bilinen iki etkin kisim vardir. Anyonik
kisim negatif yiiklii olup iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil grubundan
ibarettir. Asetilkolinin katyonik azotu buraya elektrostatik olarak baglanmustir.
Esteratik kisim pozitif yiiklidiir ve iki kissmdan olugur. Bunlardan birincisi serinin
hidroksil grubudur ve ACh molekiiliindeki karbonil atomu buraya kovalent olarak
baglanir. Ikincisi histidinin bazik imidazol halkasidir. Bu kisim serinin hidroksil
grubuna hidrojen baglar1 ile baglanarak onun etkinligini arttirrr. Ayrica ACh’nin
katyonik azotuna bagh iki metil grubu da enzimin anyonik kismina Van der Waals
baglar: ile baglanir. Enzime baglanmasimdan sonra ACh molekiilii hidroliz olarak
kolin asetil grubundan ayrilir, boylece enzim asetillenir. Daha sonra enzime bagl
asetil grubunun elektrofilik karbon atomu bir su molekiilii alarak enzimden ayrilir ve
enzim yeniden kazanilr (Sekil 1.12.) (Kaya ve ark., 1995).

0 0]
_,\';N \/\o/"\ +EnzOH —— EME—07 + ;N ~"oH

Kolin
Asetilkolin H20

- Enz-OH  + Asetat

Sekil 1.12. Asetilkolinin transesterifikasyonu ve hidroliz ile AChE’nin rejenerasyonu
(Wright ve ark., 2002).
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Organofosforlu insektisitler endojen n6rotransmitter asetilkolin ile bazi
yapisal benzerliklere sahiplerdir ve toksik etkilerini AChE’nin geri doniisimsiiz
inhibisyonu yolu ile gosterirler. Bu maddeler AChE enziminin aktif merkezi ile
sadece esteratik noktada etkilesirler. Bu maddeler enzimin pstdo-substratidirlar ve
enzimin esteratik noktasina, dogal substrat asetilkolin gibi bir asetil (asil) grubu
degil, molekiillerinin dialkil fosfat (dialkil fosforil veya dialkilfosfonil) grubunu
transfer ederler. Bu grubun fosfor atomu ile esteratik noktanm serin aminoasit
rezidiistiniin hidroksil grubu arasmdaki kovalent bag su ile ¢ok yavas bir gekilde
kopartlir. Girigim yapilmaz ise sinaps ve kavsaklarda organofosfatla inhibe edilmis
enzim etkinliginin yeniden baglamas: genellikle yeni enzimin sentezi yoluyla olur ve
haftalar hatta aylar stirer. Enzimin asil baglayan noktasmma transfer edilen
dialkilfosfat grubundan, organofosfatin tiiriine gore bir alkil grubu hizli veya yavas
bir sekilde ayrilir ve geriye monoalkilfosfat grubu kalir. Bu durumda fosfor serin
arasindaki bag daha da giiclenir ve hidroksilamin bilegikleriyle bile kirilmasi zorlagir,
bu doniisime eskime (aging) denir (Kayaalp, 1998).

: ]
\ ""4,,/,, ' \
7N NN0 N+ Enz-OH ——— Enz~—¥ %Q R+ 7N \/\0/\
Asetilkolin F H,0 Asetilkolin
N
0]
1 o)
R i
R I R’ ___ {"’le T
F Enz (/ R R
Sekil 1.13. Asetilkolinesterazin fosforilasyonu ve asetilkolin birikimi (Wright ve

ark., 2002).

Asetilkolinesteraz inhibisyonu otonomik gangliya ve post gangliyonik sinir
sonlarinda, merkezi sinapslarmn bazilarinda ve ndromuskular baglant: noktalarmda
ACh birikimine neden olur. Bunun sonucunda ACh otonomik gangliya, merkezi sinir
sistemi, kalp, salgi bezleri ve diiz kaslarda bulunan muskarinik reseptdrlere ve
otonomik gangliya, iskelet kasi ve merkezi sinir sisteminde bulunan nikotinik

reseptdrlere baglanir ve onlar1 uyarir (Sekil 1.13.).
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Ana bilesikler zayif AChE inhibitorii olduklarindan, mikrozomal g¢ok
fonksiyonlu oksijenaz sistemi yoluyla okson olugumu bir aktivasyon basamag: olarak
diislintilebilir. Diazinonun toksik etki mekanizmasi diger organofosforlu pestisitlerde
oldugu gibi AChE inhibisyonudur. Asetilkolinesterazi inhibe eden diazinonun
kendisi degil metaboliti olan diazoksondur (Keizer ve ark.,1995).

Organofosforlular ile AChE ya da diger esterazlarin inhibisyonunun kimyast
Sekil 1.14.’te verilmistir. Michaelis kompleksinin olusumundan sonra (Reaksiyon 1),
proteindeki spesifik bir serin rezidiisii ayrilan grup X’in kayb ile birlikte fosforlanir
(Reaksiyon 2). Bundan sonra iki reaksiyon olasihig1 vardw; Reaksiyon 3
(reaktivasyon), baglanan grubun yapisina ve proteine bagli olarak kendiliinden
meydana gelebilir. Ayrica pH ve reaktivasyonu katalizleyen oksimler gibi niikleofilik
bilesiklerin eklenmesinden de etkilenir. Reaksiyon 4 (eskime), R-O-P bagmm
ayrilmasini kapsar. R kaybedilir ve proteine bagli yiikli monosubstitue bir fosforik
asit rezidiisti olugur. Reaksiyon eskime olarak adlandirilir ¢linkii zamana baghdsr ve
tirlin artik reaktivasyona neden olan niikleofilik ajanlara yanit vermez (Moretto ve

Johnson, 1987).

(Rq)
QO Q
I Keq il
ENZIM-OH+ X -P - (OR)2 il i )»[ENZIM -OH - X-P - (OR),]
1
(R2)

Ke2
1
ENZIM—O—P-O(R)Z

(R3) ki3

(Rq)

Keg

O
ENZIM-O-P’—OR

Sekil 1.14. Organofosforlu bir bilegik tarafindan bir esterazin inhibisyonu
1) Michaelis kompleksinin oluspumu, 2) Enzimin fosforilasyonu,
3) Reaktivasyon reaksiyonu, 4) Eskime (Moretto ve Johnson, 1987).
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Kan, beyin ve diger dokularda AChE aktivitesinin inhibisyonu zamana bagh
bir gekilde gergeklesir. Inhibisyonun boyutu reaksiyonun oran sabitine ve enzimin
okson etkisinde kalma siiresine baghdr. Asetilkolinesterazin kendiliginden
reaktivasyonu organofosforlu bilesifin yapisma baghdir. Yaygm olarak kullamlan
organofosforiu insektisitlerin gogu fosfor atomuna bagh olarak ya iki metil ya da iki
etil ester gruplar: tasirlar. Dolayis: ile dimetilfosforlanmig ya da dietil fosforlanmig
ACBE meydana gelecektir. Dimetilfosforlanmis AChE’nin  kendiliginden
reaktivasyonu oldukca hizlidir. Dietilfosforlanmig AChE i¢in ise bu durum sbz
konusu degildir. Fosforlanmis enzim AChE’nin aktif bdlgesinde serin grubunun
kismen dealkilasyonu ile eskiyebilir. Eskimenin orami organofosforlu bilesigin
yapisina baglidir. Fosforlanmis enzimin eskimesi reaktivasyonu miimkiin olmayan
inaktif bir enzim ile sonuglanir. Asetilkolinesteraz aktivitesinin normale dénmesi i¢in

karacigerde yeni enzim sentezine ihtiya¢ vardir (Vale, 1998).
2.1.1. Sodyum Potasyum Adenezin Trifosfataz

Canli hiicrelerin iyonik gevrelerindeki.degisinﬂere yanit vermesi ve sabit bir
i¢ ortam1 korumas: onlarin dzelliklerinden biridir. Cevresel bozulmalara yanit olarak
hiicreler homeostazisi korumak tizere spesifik membran bagh transport sistemlerini
aktive ederler. Hiicreleraras: ve hiicre iginde metabolik enerjinin, hiicresel fonksiyon
ve sinyal iletimi ile birlegmesi iyonlarin hiicre membranindaki asimetrik dagilimma
baghdrr. Kendilerini ¢evreleyen ortama gore tiim hiicreler daha fazla K ve daha az
Na* tagirlar ve bu katyon konsantrasyon farki siki bigimde diizenlenir (Mobasheri ve
ark., 2000).

Sodyum potasyum adenozin trifosfataz, adenozin trifosfatin (ATP) adenozin
difosfata (ADP) hidrolizini katalizleyerek, Na* ve K* iyonlarmm transportundan
sorumludur ve enzim Mg tarafindan aktive edilir. Transport islemi igin gerekli olan
enetji ATP’den saglanir. Sodyum potasyum adenozin trifosfataz hiicre igine alinan
her 2 K* iyonuna karsibk, 3 Na' iyonunu digari pompalar. Sodyum potasyum
adenozin trifosfataz fonksiyonu ile K™ un hiicre i¢inde birikimine neden olur ki bu

durum intraselliller enzimlerin aktivitesi i¢in Onemlidir. Potasyum iyonu
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konsantrasyonunun yaklasik 5 mM oldugu hiicre dig1 ortamdan aktif pompalama
yohu ile K" nun hiicre i¢i konsantrasyonunu 120-140 mM diizeyinde korunmalhidr.
Sodyum potasyum adenozin trifosfataz beyin, iskelet kas, kalp kasi ve epiteller gibi
uyarilabilen dokularda gok miktarda, difer doku ve hiicre tiplerinde de orta diizeyde

sentezlenir.
1.2.3.1. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfatazin Yapisi

Sodyum potasyum adenozin trifosfataz o, § ve y olmak tizere {i¢ polipeptid
alt birimden olugur. Alfa alt birim 1018 rezidiiden olugur ve M= 100-112 kDa’dur.
Beta alt birim 300 rezidiiden olusur ve M= 55 kDa’dur. Gama, M= 6.5-10 kDa olan
transmembran bir proteindir. Alfa, kardiyak glikozidler, iyonlar ve ATP ig¢in
baglanma bdlgeleri ve gegici fosforilasyon bolgesi (bir aspartat rezidii, D369) tasiyan
katalitik bir alt birimdir. Memeli hiicrelerinde doért o izoformu tanimlanmugtir.
Proteinin N ve C uglar1 intraselliiler lokalizasyondadir ve protein 10 transmembran’
kisim ve iki biiyiik intraselliiler ilmige sahiptir. Alfal izoformu tiim hiicrelerde, o2
izoformu iskelet kasi, adipositler beyin ve kiigiikk miktarda kalpte, a3 izoformu
baglica sinirler ve beyinde ve a4 izoformu sadece testiste bulunur. Beta alt birimler
kisa bir sitoplazmik kuyruk, bir transmembran segment ve glikozillenmis biiyiik bir
ekstraselliiler segmente sahip glikoproteinlerdir. Fonksiyonunun tam olarak
bilinmemesine karsm, varlifi ve a alt birim ile heterodimerizasyonu enzimin sentezi
ve aktivitesi icin gereklidir. Beta alt birimlerin o alt birimlerin proteolitik enzimlere
kars1 duyarlibigni degistirdikleri goriilmiigtiir. Beta alt birimlerin {i¢ izoformu vardir;
Bl tiim dokularda, B2 gliya ve beyinde, B3 iskelet kasi, akciger ve beyinde
sentezlenir. Beta alt birimler ekstraselliiler kisimda {i¢ S-S kopriisit ve 3-7 N-bagh
seker zinciri tagirlar ve bu yapilar § alt birimin uygun sekilde katlanmasi, fonksiyon
gbdrmesi ve o alt birim ile etkilesimi igin gereklidir. a alt birim iyonlar, ligandlar ve
ATP icin temel baglanma yerlerini tagimasma kargm, B alt birim ligandlar icin
baglanma yerlerinin olusumuna katiir ve pompanin iyon transport fonksiyonunu

diizenler. Beta alt birime benzer olarak, vy altbirim plazma membrani boyunca uzanir
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ancak amino ucu ekstraselliilerdir. Sodyum potasyum adenozin trifosfatazin a, p ve y
alt birimlerinin {ic boyutlu yapilari Sekil 1.15.°te verilmigtir (Koksoy, 2002;
Mobasheri ve ark., 2000).

Sekil 1.15. Sodyum potasyum adenozin trifosfatazm topolojik yapismm ii¢ boyutlu

modeli (Mobasheri ve ark., 2000).

Sodyum potasyum adenozin trifosfatazin bu modelinde katalitik o alt birim
plazma membranmi 10 kez geger ve sitosoldeki NH, ve COOH uglar goriilmektedir.
Beta alt birim plazma membramni 1 kez geger ve NH; ucu sitosoldedir. Alfa-
heliksler ve B-kivrimli levhalar sirastyla silindir ve zig-zag seklinde gosterilmigtir.
Gama alt birim de plazma membranini 1 kez geger ve COOH ucu sitosoldedir.
Sodyum potasyum adenozin trifosfataz mekanizmasmin agamalars;

1. Hiicrenin i¢ kisminda {i¢ Na* iyonu enzime (E;) baglanir,

2. Izoergonik bir iglem ile ATP, enzimin alfa-alt birimini fosforlar,

3. E, olusturmak iizere konformasyonel degisim gegiren enzim, i Na
iyonunu hiicrenin digina getirir. Fosfat aym aspartil gruba bagh olarak
kalir,

4. Potasyum, Na'K'-ATPaz’m dig kismina baglanm ve i¢ kisma tagimr,

5. Enzim ekzergonik bir hidrolitik defosforilasyon reaksiyonu gegirir,
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6. Iki K" iyonu hiicre igine sahmir. Enzim orijinal E konformasyonuna
cevrilir (Sekil 1.16.).

Na E] "‘ == Na El MgATP

KEz MgATP NaE;-P Mg

Sekil 1.16. Sodyum potasyum adenozin trifosfatazin reaksiyon dongiisti (Mobasheri

ve ark., 2000)

Sodyum bir elektrokimyasal gradiente karsi tagmir. Net transport islemi
elektrojeniktir ¢linkii digariya tagman pozitif elektronlarm sayisi igeriye tagman
pozitif iyonlarin sayisini agar. Sodyum potasyum adenozin trifosfataz hiicre i¢i Na':
K* oranm: diigiik diizeyde tutar bu normal hiicresel aktivite ve optimum hiicresel
fonksiyon igin gereklidir. Hiicre hacmi, 1s1 liretimi gibi 8nemli hiicresel fonksiyonlar
ile hiicre i¢ci pH diizenlenmesini de dogrudan ya da dolayli olarak kontrol eder
(Ganong, 1999). Sodyum potasyum adenozin trifosfataz Na* ve K* iyonlarimn hiicre
membranmdan aktif transportu igin enerji saglayarak ozmoregiilasyonda rol oynar
(Yadwad ve ark., 1990). '

1.2.3.2. Hiicre Hacinin Kontroliinde Na'K' Pompasmmmn Onemi

Sodyum potasyum pompasmn en Snemli fonksiyonlarindan birisi hiicre

hacminin kontroliidiir. Bu pompanin fonksiyonu olmaksizin viicut hiicrelerinin ¢cogu

27



1. GIRIS Demet USTA

patlaymncaya kadar siserler. Hacmin kontrol mekanizmasi sdyledir. Hiicrenin ig
tarafinda hiicreden ¢ikamayan ¢ok sayida protein ve bagka organik bilegikler bulunur.
Bunlarin ¢ogu negatif yiiklii oldugu igin etraflarma gok sayida pozitif iyon toplanir.
Biitiin bu maddeler suyun ozmosla hiicrenin i¢ine girmesi ydniinde etki yaparlar.
Eger bu kontrol edilmez ise hiicre patlaymcaya kadar siser. Bunu &nleyen normal
mekanizma Na'K" pompasidir. Bu diizenek igeriye pompalanan her iki potasyum
iyonuna karsilik ti¢ sodyumu digartya pompalar. Ayni zamanda membran sodyum
iyonlarma, potasyum iyonlarmna gbre ¢ok daha az gecirgen oldugundan disariya
¢ikarllan sodyum iyonlarinin orada kalma egilimleri biiyiiktiir. BSylece hiicreden
stirekli olarak iyonlarm net kaybi suyu hiicreden disariya ¢ekerek zit yonde bir
ozmotik egilim yaratir. Bundan bagka hiicre sismeye basladifi zaman otomatik
olarak aktiflesen Na'K' pompas: daha fazla iyc;nu disar1 ¢ikarir. Su da onlarla
beraber hiicreden aymlir. B6yléce Na'K' pompasi normal hiicre hacminin

korunmasimda siirekli bir denetim gorevi yapar (Ganong, 1999).

1.2.3.3. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Etkinliginin

Diizenlenmesi

Hiicrelerde bulunan normal Na" miktar1 doygunluga ulasmaz, bu nedenle bir
miktar artacak olursa pompa etkinliinin de artmasi nedeniyle hiicreden digariya
atilan Na* miktar artar. Pompa etkinlizi cAMP, diagilgliserol (DAG) ve arakidonik
asit tiirevler dahil hiicrede firetilen ikinci haberciler tarafindan etkilenir. Gozlenen
etkilerin biiytikliigti ve yonii deneysel kogullara gore degisir. Tiroid hormonlar,
Na'K’-ATPaz molekiillerinin olujumunu genomik etki ile arttrarak pompa
etkinligini grttrrr. Aldesteron da pompa sayisim arttirr, fakat bu etki olasilikla
ikincildir. Dopamin, bdbreklerde fosforilasyon yoluyla pompayi inhibe eder ve

natriiireze neden olur (Ganong, 1999).
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2.1.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipid hiicreleri ve hiicresel organelleri ¢evreleyen membramn &nemli bir
bilesenidir. Membran lipidlerinin oksidatif bozulmas: lipid peroksidasyonu olarak
bilinir. Lipid peroksidasyonu hiicre membramndaki doymans yag asitlerinin serbest
radikallerle etkileserek bir seri reaksiyon sonucu bozulmalar1 ve lipid
hidroperoksidlerin olugsmasidir. Lipid peroksidasyonu srasinda polar oksijen kisim
(hidroperoksi kisim) poliansatiire yag asitlerinin hidrofobik kuyruklarina sokulur. Bu
islemin iki sonucu vardir;

1. Hidroperoksi grup varhiginda hidrofobik lipid/lipid ve lipid/protein
etkilegimleri bozulur. Bu durum biyomembranlarda ve lipoproteinlerde
yapisal degisime neden olur. .’

2. Hidroperoksi lipidler diger membran ve/veya lipoprotein bilesenlerde
ikincil modifikasyonlar1 indiikleyen serbest radikal olusumunun
kaynagidir (Kuhn ve Borchert, 2002).

Peroksidasyon sonucunda lipid hidroperoksidler, lipid epoksidler, epoksi
alkoller ve MDA, etan, pentan gibi kisa zincirli bilesikler ile 4-hidroksi-nonenal (4-
HNE) olusur. Malondialdehit ve 4-HNE gibi aldehidlerin biyolojik aktiviteleri DNA
ve proteinler ile c¢apraz baglanarak molekiillerin fonksiyonunu/aktivitesini
degistirmeleri geklindedir (Griffiths ve ark., 2002). Biyolojik sistemlerde MDA
Ureten tek mekanizma lipid peroksidasyonudur, Malondialdehit lipid
perokidasyonunun ana iirlinii degildir, ancak tipik parcalanma tiriiniidiir ve lipid
peroksidasyonunun belirlenmesinde yaygm olarak kullamlir. Ksenobiyotikler serbest
radikal olusumunu arttirarak ya da hiicrenin peroksidasyon reaksiyonlarina karg:
savunma kapasitesini azaltarak lipid peroksidasyonunu arttirabilirler (Horton ve
Fairhurst, 1987; Lackner, 1998).

Lipid peroksidasyonu baglama, ilerleme ve sonlanma olmak fizere fi¢
asamada yiiriir;

1. Baglama

Hidroksil radikal .gibi oksitleyici bir radikal tiriin poliansatire yag

asitlerinden bir allilik hidrojen atomu ayiwrmas: ile lipid peroksidasyou baglar.
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Poliansatiire yag asitlerinden allilik hidrojenin ayriimas: ile lipid radikal (L) olugur.
Aerobik ortamda bu radikal oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksil radikal
(LOO) olusur. Yiiksek reaktivitesi nedeniyle, HO' doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek sistemden bir hidrojen atomunun ayrilmasi ile ya da ¢ifte baglarin
eklenmesi yolu ile karbon-merkezli radikal olugturur.
L-H+X > L +XH
2. Tlerleme
Baglama ve ilerleme iglemlerinde diretilen karbon merkezli radikaller
molekiiler diizenlenmeye ugrarlar. Lipid peroksil radikal bagka bir lipid molekiilden
bir allilik hidrojen molekiili ayrilir. Béylece lipid hidroperoksid (LOOH) ve ikinci
bir lipid radikal olusur (L). Lipid peroksil radikal bagka bir lipid molekiilden bir
hidrojen atomu aywrma yetenegindedir. Bu lipid peroksidasyonunun ilerlemesine
neden olur. Olugan karbon radikal bagka bir peroksil radikal olusturmak tizere ileri
oksijen eklenme reaksiyonu gecirebilir ve bSylece lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonlar1 devam eder. Lipid peroksil radikal hidrojen atomu ile birleserek bir
LOOH olugturur (Sekil 1.17). -
LOO+L-H - LOOH + L
L'+ 0, - LOO
3. Sonlanma
Bagka bir radikal, protein ya da serbest radikal yakalama yetenegindeki
birlesik ile reaksiyon sonucu sonlanma meydana gelir ve stabil son {iriin olusur.
Olusan hidroperoksid lipid peroksidasyon islemini bitirmek {izere farklhi reaksiyonlar
gegirebilir. Bir hidroksi ya§ asidine indirgenebilir ya da siklik endoperoksidleri
olusturmak {izere siklizasyon gegirebilir. Bu endoperoksidler siklooksigenaz ve
lipoksigenaz yollar1 ile biyolojik olarak aktif prostaglandin, tromboksanaz ve
I6kotrienleri olugturmak fizere reaksiyonlar: baglatabilir. Bu son iiriinlerin olusumu
lipid peroksidasyonunun sonlanma asamasini olusturur.
LOO + LOO — Radikal olmayan {irlinler
L' + LOO— Radikal olmayan tiriinler
L'+ L'—> Radikal olmayan {iriinler
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Radikaller, aldehidler ve lipid peroksidasyonunun diger firiinleri arasindaki
kompleks reaksiyonlar membran proteinlerinde &nemli zararlara neden olabilir.
Karaciger ya da eritrosit membranlarinda meydana gelen peroksidasyon membran
icinde yiiksek molekiiler kiitleli protein agregatlarmin olusumuna neden olur.
Hiicrelerin hormonlara cevap vermesine izin veren yiizey reseptér molekiiller lipid
peroksidasyonu sirasmda inaktive olabilirler. Ayrica hiicrelerde dogru iyon
dengesinin korunmasmda yer alan Na'K"-ATPaz gibi enzimlerin de inaktivasyonuna

neden olabilir.
Baglatici Radikaller (R°)
& s Fe*40-
Fe Fe Fe*30,
LOO
LO: BASLAMA
HO-
Poliansatiire — —
Yag Asldi H Allitik Hidrojen
R
Alkil Radikal RH
Konjuge dien \/—\/—\/ ILERLEME
l/ 03
00
Peroksit Radikal m -
l< NN\
QOH H
Lipid hidroperoksit + \/=—\/—w

Fe+2
Demir katalisis
]
Alkoksil
{ \/—\/—\/ \l

Radikal
NNV NV

Sekil 1.17. Lipid peroksidasyonu kimyas: (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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Genel olarak lipid peroksidasyonunun etkileri membran akigkanhigiun
azalmasi, membranin normal olarak onu gegemeyecek maddelere karst (Ca™ gibi)
zayifliginm artmas: ve membrana bagh enzimlerin inaktivasyonudur. Aldehidleri ve
pentan gibi hidrokarbonlar: retmek tzere yag asidi zincirlerinde devam eden
fragmentasyon membran biitiinligiiniin tamamen kaybolmasma neden olur. Bu yolla
lizozom membranlarmimn bozulmas: lizozomal enzimleri komgu hiicrelere bosaltarak
lipid peroksidasyonunun neden oldupu zararmn artmasina neden olur. Aym sekilde
eritrosit membranlarinin bozulmasi onlarm sekil deistirme yetenegini bozar ve
bemolize neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

1.2.4.1. Metal Aracihkh Peroksidasyon

Demir ve bakir gibi gecis metaller serbest radikaller ile yiiriitiilen lipid
peroksidasyonu reaksiyonlarinin gogunun baglatilmasmda §nemli rol oynarlar. Cogu
durumda bu metaller dnce askorbat, O,” ya da tiyoller gibi indirgeyici ajanlar ile
aktive edilirler. Metal iyonlarmin aracilik ettigi peroksidasyon iki kategoriye ayrilir;
LOOH bagmsiz ve LOOH bagmh baslama. Ik durumda, baslangigta
hidroperoksidler yoktur ya da H,O; ile rekabet edemeyecek kadar diigiik miktarlarda
bulunurlar. ikinci durumda bagindan beri 6nemli miktarlarda LOOH bulunur. LOOH
bagimli baglama O,” ve H,O, tarafindan ylirlitilir.

Redoks metal olarak demir varhfinda mekanizma demir-katalizli Haber-
Weiss dongiisiidiir. Bu dongiide O,” tarafindan Fe"’{in reditksiyonu (Reaksiyon 1)
H,0, tarafindan Fe*? reoksidasyonu (Reaksiyon 2) ile birlesir.

0"+ Fe" - 0, + Fe* €))

H,0, + Fe'? - OH + HO" + Fe* 2

Ikinci agama HO' olusumu ile sonuglanan Fenton reaksiyonudur. Bakir (II)
indiiklii reaksiyonlar i¢in de benzer mekanizma yer alwr.

Peroksidasyonun LOOH bagimli baslamasi baglh redoks metaller ile, dzellikle
demir, indiiklenir. Lipid hidroperpksftin aktivasyonu igin iki genel yol vardir. a)
Demir (III) ile LOOH oksidasyonu ve sonrasinda LOO‘ ile hidrojen ayrilmas:
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(Reaksiyon 3 ve 4) ve b) Demir (I) ile LOOH rediiksiyonu ve sonrasinda LO' ile
hidrojen ayrilmasi (Reaksiyon 5 ve 6).

LOOH+Fe*— LOO + H' + Fe™ (3)
LOO +LH -LOOH + L~ 4)
LOOH + Fe'? » LO + OH + Fe*® )
LO +LH - LOH+L (6)

Stiperoksit radikal, askorbat ve tiyoller gibi demir indirgeyiciler LOOH
bagimli lipid peroksidasyonunun baglamasini yiiriitiirler (Girotti, 1985).
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2. ONCEKi CALISMALAR

Diazinonun toksisitesi ile ilgili olarak ¢evre koruma orgiitleri, tiniversiteler ve
aragtrma merkezleri tarafindan rezidii belirleme ¢aligmalari yapilmaktadir. Bu
amagla yurdumuzda veri bulunamamakla birlikte EPA’nin verilerine gore 1993 ve
1995 yillarinda Teksas’ta Rio Grande Vadi’sinde yer alt1 sularinda 0.077 ppb ve
1994 ve 1995 yillarinda Santa Fe Irmaginda 0.21 ppb diizeylerinde diazinon
belirlenmistir (Lewings ve ark., 1998). Letal derisimleri memelilerde 300-400 mg/kg
ve kuslardd 3-40 mg/kg arasinda degisir, baliklarda yiiksek toksisite gdsterir.
A. anguilla’da 24, 48, 72 ve 96 saat L.Cso degerleri sirast ile 0.16, 0.11, 0.09 ve 0.086
ppm olarak bulunmustur (Sancho ve ark., 1993). Brachydanio rerio’da LCs
degerlerinin siire ile birlikte azaldig: bildirilmis 24, 48, 72 ve 96 saat L.Cso degerleri
sirastyla 2.30, 2.24, 2.19 ve 2.12 ppm olarak belirlenmistir (Ansari ve ark., 1987).

Bahklarda ksenobiyotiklerle ilgili olarak giderek artan sayidaki caligmalar
toksik etki ve savunma mekanizmalarim aydmlatorken (Di Giulio ve ark., 1989)
tiiketicilerin bilinclenmesine, kontamine baliklara karsi duyarli olmalarima neden
olmus ve tarim endiistrisini tarimsal {irlinlerin giivenligini destekleyecek veriler
toplamak {izere harekete gecirmistir (Santerre ve ark., 2000).

Bu amagla ksenobiyotiklerin akuatik organizmalardaki etkilerini belirlemek
{izere bashica akut toksisite testleri yapilmustir. Ancak ksenobiyotiklerin subletal
derigimleri organizmalarda ve ekositemlerde zararh etkilere neden olabileceginden
kronik testlere de gereksinim vardir (Vander Wel ve Welling, 1989).

Son yillarda gevresel kalite ve organizmalarin adaptasyonlarinin izlenmesinde
biyoindikatérlerin bir ara¢ olarak kullaniimasi 6nem kazanmistir (Stegeman ve ark.,
1991).  Oksiradikal araciikhh  yanmitlarin = biyokimyasal biyoindikatorieri
saglamasmdaki potansiyelin kullamshhgindan dolay: antioksidan savunma sistemi
ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmustir (Di Giulio ve ark., 1989; Winston ve Di
Giulio, 1991).

Bu arastrmalarda anahtar bilesikler oksidatif stres ile indiiklenebilen
enzimlerdir. Bu enzimler SOD, CAT ve GPx’tir ve baliklarda oksiradikaller ile
reaksiyonlar1 aragtrilmugtir (Di Giulio ve ark., 1989). Akuatik ksenobiyotiklerin
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etkisinde baliklardaki antioksidanlar biyojindikatdr olarak kullamilabilmektedir
(Ahmad ve ark., 2000). Farkh tiirlerde antioksidan savunma sisteminin temel kalitatif
ve kantitatif benzerliklerini, varsa farkliliklarmin bilinmesi biyoindikatorlerin
gelistirilmesinde gereklidir (Livingstone, 1998).

Pestisitler serbest radikal tretimiyle ve antioksidanlar ya da serbest radikal
temizleyen enzim sistemlerinde degisime neden olarak oksidatif stres olugturabilirler
(Almeida ve ark., 1997). Pestisit-indiikli toksisitede yer alan molekiiler
mekanizmalardan birinin lipid peroksidasyonunun oldugu ileri siirlilmiistiir (Kehrer,
1993).

Reaktif oksijen tlirlerin {iretimini arttiran pestisitlere karsi antioksidan
enzimlerin yanmtlariyla ilgili cok sayida ¢aligma bildirilmistir.

Thomas ve Murthy (1976), monocrotophorus etkisinde Hereropneustes
Jossilis’te karaciger ve bobrek dokularinda CAT enzim aktivitesinin sirasi ile %33 ve
41 oranlannda azaldifim bildirmislerdir.

Ictalurus punctatus’ta S,S, S-tributyl phosphorotrithioate ve metaboliti n-butyl
mercaptan etkisinde SOD, CAT ve GPx aktiviteleri ile MDA miktarmda dnemli
diizeyde degisim olmadig: bildirilmistir (Mather-Mihaich ve Di Giulio, 1986).

H. fossilis’te beyin dokusunda 3, 6 ve 9 ppm dichlorvos etkisinde MDA
miktarmin doza bagli olarak arttif1 bildirilmistir (Vadhva ve Hasan, 1986).

Hai ve ark. (1997), C. carpio’da beyin dokusunda 24 saat 1 ve 5 ppm
dichlorvos etkisinde GPx aktivitesinin arttifim bildirmislerdir. Aym c¢aliymada
Ictalurus nebulosus’da karaciger, bSbrek ve solungac¢ dokularmda SOD aktivitesinin
artti1, bobrek dokusunda enzim aktivitesinde bir degisiklik olmadigi bildirilmigtir.
Pestisit uygulamasi bu balik tlirlinde onemli bir degisime neden 6lmazken, CAT
aktivitesi doza bagimli olarak artmgtir

Orug ve Uner (2000) 24, 48, 72 ve 96 saat siire ile 0.03 ppm azinphosmethyl
uygulamasmin Oreochromis niloticus’ta karacifer dokusunda SOD, CAT, GPx
enzim aktiviteleri ile MDA miktarma etkilerini aragtirmislardir. 24, 48 ve 72 saat
stireler ile azinphosme_thyl uygulanmalarindan sonra SOD aktivitesinde degisim
olmazken, 96 saat uygulama SOD aktivitesinin azalmasma neden olmustur. 24, 48 ve

72 saat uygulamalar GPx aktivitesini degistirmemis, 96 saat sonra GPx spesifik
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aktivitesinde artis meydana gelmistir. CAT aktivitesi ile MDA diizeyinde degisim
olmadig: bildirilmistir. Aym aragtrmacilar C. carpio’da karaciger dokusunda 0.23
ppm azinphosmethyl etkisinde 24 ve 72 saatte SOD aktivitesinin degismedigi, 48 ve
96 saat uygulamalar sonras: enzim aktivitesinin sirasi ile 1.46- ve 2-kat arttifim
bildirmiglerdir. CAT ve GPx aktiviteleri ile MDA mijktarinda de§isim olmadig1
belirtilmistir (Orug ve Uner, 2002).

Orug ve ark. (Baskida), 0.23 ppm azinphosmethyl uygulamasmn O. niloticus
ve C. carpio’da solungac dokusunda SOD aktivitesini arttwrdifmi, enzim
aktivitesindeki artigin C. carpio’da 53.3-kat oldugunu bildirmiglerdir. Beyin ve
bobrek dokularmda SOD aktivitesinde degisim olmamustir. O. niloticus’da CAT
degismemis, GPx aktivitesi beyin dokusunda azalmis, bobrekte artmugtir.
C. carpio’da bobrek dokusunda CAT ve GPx aktivitéleri artmig, solungag ve beyin
dokularmda kontrol diizeyinde kalmistir.

Ksenobiyotiklerin toksisitesi etki altinda kalan canlhilarda farkhlik gésterebilir
(James ve ark., 1987). Bu yiizden potansiyel test tiirlerinin ksenobiyotiklere
yanitlarimi  deferlendirmek  yararlidir. Pestisitlerin  baliklardaki  etkilerinin
aragtiritmasi pestisitlerin insan saghifma olan zararh etkilerinin degerlendirilmesinde
tanimlayici bir Oneme sahiptir (Begum ve Vijgyaraghavan, 1996). Akuatik
ksenobiyotiklerin etkisinin biyolojik olarak izlenmesinde balik ¢alismalarnin
kullanigh olduklar kanstlanmustir (Pandey ve ark., 2001). Ancak farkli pestisitlerin
etkisinde kalan tath su baliklarinda oksidatif stres ile ilgili aragtrmalar deniz baliklar:
ile yapilan ¢caligmalar kadar kapsaml: degildir.

Cevresel ksenobiyotiklerin toksik etki mekanizmasmin tek bir spesifik islem
ile smirlanmadig, cok sayida bSlgenin ve mekanizmanm yer aldig: diigiiniilmektedir
(Fatima ve ark., 2000). Ksenobiyotiklerin toksik etkileri ile ilgili caliymalara gore
biyoindikat(')r, organizmalarm saglik durumlarini degerlendirmek ve ¢evresel risklere
karst erken uyar1 yanitlar: elde etmek icin kullanilirlar. Ancak antioksidan sistemin
farkli tiirlerde genis bireysel farkliliklar g&stermeleri nedeniyle bu arastwrmalar
yetersiz kalmaktadir (Payne ve ark., 1984).

Pestisitlerin norotoksisitelerini ve iyon iletimine etkilerini belirlemek {izere

baliklarda AChE ve ATPaz enzim aktiviteleri incelenmistir. I punctatus’ta beyin,
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solungag, karaciger ve kas dokular1 ile plazmada chlorpyrifos, parathion ve S,S,S-
tributyl phosphorotrithioate etkisinde AChE aktivitesindeki degisimler arastiriimigtir.
Derigimler 0.25 ppm chlorpyrifos, 0.25 ppm chlorpyrifos, 5.0 ppm S,S,S-tributyl
phosphorotrithioate, 2.5 ppm parathion, 1.25 ppm parathion, 0.125 ppm chlorpyrifos
+2.0 ppm §,S,S-tributyl phosphorotrithioate,1.25 ppm parathion + 2.0 ppm S,S,S5-
tributyl phosphorotrithioate ve uygulama siireleri 0-384 saat olarak belirlenmigtir.
S,S,S-tributyl. phosphorotrithioate’in 12 saatte beyinde enzim aktivitesinde % 20-35
oraninda inhibisyona neden oldufu ve zayif bir AChE inhibitérii oldugu
bildirilmigtir. Diger uygulama gruplarinda 8 saatte beyin dokusunda AChE aktivitesi
>%81 azalmigtrr. Solunga¢ dokusunda tiim derigimlerde 8 saatte enzim aktivitesi
>%81 inhibe olmugtur. Karaciger dokusunda tiim derigimlerde 8 saatte >%96 AChE
inhibisyonu bulunmustur. S,S,S-tributyl phosphorotrithioate kas dokusunda beyin
dokusundakine benzer sekilde etki gdstermistir. Diger derisimlerde uygulamanmn
erken periyotlarmda %60 inhibisyon bulunmustur. Plazmada 8 saatte AChE
aktivitesinde S,S,S-tributyl phosphorotrithioate etkisinde %56, diger derisimlerde
>%84 oraninda inhibisyon meydana gelmistir (Stratus ve Chambers, 1995).

Szegletes ve ark. (1995), 5 giin stire ile 2 ppm derisimde uygulanan
metidathionun C. carpio’da kalp ve iskelet kasi dokularmda AChE’nin aktivitesi ile
molekiiler formlar1 tizerine etkisini arastirmglardir. Kontrol baliklarda AChE
aktivitesinin kalpte kasa oranla daha yiiksek oldugunu, pestisit etkisinde enzim
aktivitesinde kas ve kalp dokularinda swasiyla %77 ve 92 diizeyinde inhibisyon
meydana geldigi bildirilmistir. Her iki dokuda da Gs, A4 ve Aj, olmak tizere enzimin
fic molekiiler formu bulunmugtur. Metidathion uygulamasinin enzimin molekiiler
formlarmm dafilimim degistirdigi, G, formu belirlenebilir diizeye gelirken daha
bityiik formlarm oranlarmin azaldig bildirilmistir.

Procambarus clarkii’de fenitrothionun etkisinde kas dokusunda 24 saat
uygulamadan sonra tiim derisimlerde AChE aktivitesinin inhibe oldugu, 4 ppb
derigimde inhibisyonun %34 oranmda meydana geldigi bildirilmistir. 20 ppb-
derisimde 2 saat uygulamadan sonra énzim aktivitesinde %20, 48 saat uygulamadan
sonra %47 oraninda inhibisyon bildirilmistir (Escartin ve Porte, 1996).
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Sancho ve ark. (1997), fenitrothionun 4nguilla anguilla’da beyin dokusunda
AChE aktivitesinde doza ve siireye bagh olarak inhibisyona neden oldufunu
bildirmiglerdir. 0.02 ve 0.04 ppm derisimler i¢in inhibisyon oranlari siras: ile %44 ve
64 olarak bulunmustur.

Oreochromis mossambicus’da beyin ve solungag dokularinda 96 saat 26 ppb
chlorpyrifos etkisinde AChE aktivitesinde %88 oraninda inhibisyon bildirilmistir
(Rao ve ark., 2003).

Tilapia mossambica’da kas, solungac, karaciger ve beyin dokularinda 48 saat
0.09 ppm methyl parathion etkisinde ATPaz aktivitesinde sirasiyla %10, 16, 14 ve 13
oranlarinda inhibisyon belirlenmistir (Rao ve Rao, 1984).

A. anguilla’da As;cilungag dokusunda 0.02 ppm fenitrothion etkisinde 56 saat
uygulama sonras1 Na" K'-ATPaz aktivitesinde %75 inhibisyon bulunmustur (Sancho
ve ark., 1997). Aym calismada 96 saat uygulama sonrast Mg ve total ATPaz
aktivitelerinde sirasiyla %63 ve 62 inhibisyon bildirilmigtir.

Das ve Mukherjee (2000), 15, 30 ve 45 glin 1.12, 0.22 ppm quinalphos
etkisinde Labeo rohita’da beyin, karacifer ve bdbrek dokularinda ATPaz, beyin
dokusunda AChE enzim aktiviteleri, kas dokusunda protein miktarindaki degigimleri
aragtirmislardir. ATPaz aktivitesinin tim uygulama siirelerinde ve derigimlerde
azaldigi, AChE aktivitesinin dzellikle 45 glin 1.12 ppm derisimde azalma gosterdigi
bildirilmigtir. 15 giin 0.22 ve 1.12 ppm derigimlerde protein miktarinda kontrol ile
kargilagtirildiginda istatistiksel olarak onemsiz diizeyde azalma meydana gelirken,
30. ve 45. giinlerde protein miktarmin Snemli diizeyde azaldig: bildirilmistir.

Tilapia zilli, C. carpio ve O. niloticus’ta karaciger dokusunda 24, 48, 72 ve
96 saat stireler ile 0.03 ve 0.05 ppm azinphosmethyl etkisinde Na'K'-ATPaz
aktivitesi ile MDA miktarmdaki degigimler aragtirdmustir. 7. zillii’de tiim uygulama
stirelerinde ve derisimlerde Na'K'-ATPaz aktivitesi inhibe olmus buna karsilik
MDA miktan artmustir. C. carpio’da enzim aktivitesinde ve MDA miktarinda
degisim olmamustir. O. niloticus’ta enzim aktivitesinde 24 ve 48 saat pestisit
uygulamasindan sonra degisim olmadifi, 72 ve 96 saat sonra enzim aktivitesinin

azaldig, fakat MDA miktarinin degismedigi Bildirilmistir (Orug ve ark., 2002).
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Organofosforlu pestisitlerin baliklarda protein miktari etkiledikleri yapilan
cahgmalar ile gosterilmigtir. Dért hafta siire ile 109.5 ppm phosphamidon etkisinde
birakilan Puntius conchonius’da kanda ve karacifer dokusunda protein miktarinda
ilk hafta %53 oraninda artis bulunmug ve pestisit uygulamas: sonlandirildiktan sonra
bile hiperproteinemi devam etmistir. Kas dokusunda protein miktarinda ilk hafta
%30 oraminda artfs meydana gelmis, uygulamanm ilerleyen ddnemlerinde protein
miktar1 Snemli diizeyde azalmgtir (Gill ve ark., 1990).

Begum ve Vijayaraghavan (1996), 24, 48, 96 ve 192 saat 21.66 ppm
dimethoate etkisinde Clarias batrachus’ta kas dokusunda total protein miktarimn
onemli derecede azaldifi, maksimum azalmanin 48 saat uygulama sonrasinda
belirlendigi, 96 ve 192 saat uygulamalardan sonra protein miktarinda daha diisiik
diizeyde azalma meydana geldigini bildirmiglerdir.

Sancho ve ark. (1999), fenitrothion etkisinde A. anguilla’da solungag
dokusunda protein miktarmda azalma belirlemislerdir. Protein miktarinda en yiiksek
azalma pestisit uygulamasindan 96 saat sonra %65 oraninda meydana gelmis ve
uygulama sonlandirildiktan sonra da devam etmistir.

Diazinon etkisinde baliklarda meydana gelen histopatolojik, hematolojik ve
enzimatik degisiklikler aragtirilmigtir.

Diazinonun LCsp degerinin (20 ppm) 1/2, 1 ve 2 katlar1 24, 48 ve 96 siireyle
uygulanmis, Tilapia nilotica’da bafwsak dokusunda meydana gelen yapisal
degigimler arastmlmugtir. Mitokondride kristalarda dejenerasyon, graniilli
endoplazmik retikulumda azalma buna karsilik graniilsiiz endoplazmik retikulumda
artma, golgi komplekslerinde sisternada genisleme ve sitoplazmada lizozomlarin
sayisinda artiy meydana geldigi bildirilmig, bu degisikliklerin olus siklifinin pestisit
konsantrasyonu ile orantili oldugu belirtilmistir (El-Elaimy ve ark., 1990).

Sakr ve Gabr (1992), 24, 48 ve 72 saat 10, 20 ve 30 ppm diazinon etkisinde
T. nilotica’da iskelet kasi hiicrelerinde sarkoplazmik retikulumda biiyiime,
sitoplazmik vakuol ve miyofibrillerde fragmentasyon meydana geldigini
bildirmiglerdir. Dutta ve ark. (1997), 24 saat 15, 30, 45, 60 ve 75 ppb diazinon
etkisinde Lepomis macrochirusta bdbrek ve dalakta makrofajlarm miktarinda artig

oldugunu bildirmislerdir.
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Dort giin 0.056 ppm. diazinon uygulamaSI A. anguilla’da karaciger ve kas
dokularinda pestisitin akiimiilasyonu ile sonuglanmgtr. Dokularda pestisit
konsantrasyonunun uygulamadan sonra dereceli olarak arttif1 ve biyokonsantrasyon
faktrlerinin  kas>karacifer geklinde oldugu bildirilmistir. Kas dokusunda
akiimiilasyon oranmnin yilksek olmasi diazinonun dig epidermisten absorbsiyonu
sonras: dermis yolu ile kas dokusuna alinmasiyla agiklanmigtir (Sancho ve ark.,
1993).

C. carpio’da 96 saat 32.5 ppm diazinon uygulamas: eritrosit sayismnda,
hematokrit degerinde ve hemoglobin miktarinda kontrole gore Gnemli oranda
azalmaya neden olmustur (Svoboda ve ark., 2001).

Ansari ve ark. (1987), 24-288 saat siiresince 0.26, 0.52, 1.04 ve 2.08 ppm
derisimlerde uygulanan diazinonun Brachydanio rerio’da AChE, asit ve alkalen
fosfataz enzim aktivitelerini zamana bagli olarak inhibe ettigini bildirmiglerdir.
Poecilia reticulata’da beyin dokusunda 48 saat 0.1 ve 0.2 ppm diazinon etkisinde
ACHhE aktivitesinde sirastyla %60 ve 73; 0.4 ve 2 ppm diazinon etkisinde B. rerio’da
sirastyla %45 ve 80 inhibisyon bildirilmistir (Keizer ve ark., 1991).

O. mykiss, P. reticulata, B. rerio ve C. carpio’da diazinon toksisitesindeki
farklhiliklar1 agiklamak {izere beyin dokusunda AChE’nin duyarhilifn ile birlikte
diazinonun in vitro hepatik metabolizmas1 aragtirdmistir. Dort tiir arasmda beyin
AChE’nin spesifik aktivitesinin benzer olmasma karsmn, diazokson ile inhibisyon
agisindan Snemli derecede farkhlik gosterdikleri bulunmugtur. En duyarh AChE 0.2
uM ICs degeri ile C. carpio®da bulunmustur. O. mykiss, P. reticulata ve B. rerio igin
ICso degerleri 2.5, 7.5 ve 20 pM olarak verilmistir. O. mykiss, P. reticulata ve
B. rerio’da hepatik S-13 fraksiyonunda diazinonun metabolitleri olarak diazokson ve
pirimidinol, C. carpio’da sadece pirimidinol belirlenmigtir (Keizer ve ark., 1995).

Pan ve Dutta (1998), 24 saat siire ile 90, 180, 270, 360 ve 450 ppb diazinon
etkisinde Micropterus salmoides’te beyin dokusunda AChE aktivitesinde doza bagh
olarak azalma meydana geldigini bildirmigler ve ylizde inhibisyon degerlerini
sirasiyla %48.2, 63.4, 72.6, 82.1 ve 91.4 olarak bulmuslardur.
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Diazinon etkisinin yalniz AChE inhibisyonuna bagh ohnadlgl, peroksidatif
hasar veya iyon iletimindeki degisikliklerin baliklarda toksisiteye neden olabilecegi
dustiniilmektedir. Bu nedenle, farkli subletal derisimler ve uygulama siirelerinde
diazinon toksisitesine C. carpio’da dokuya 6zgli yanitlar, antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimler ve lipid perokidasyonunun gostergesi olan MDA miktari
ile birlikte ndrotoksisite indikatdrleri olarak AChE ve Na'K*-ATPaz aktivitelerindeki
degisimler incelenerek belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Xullanilan Kimyasal Maddeler

Adenozin 5’ trifosfat (ATP, Sigma): C;oH14N5013P3Na,
Asetik Asit (Merck): CH;COOH

Asetilkolin Iyodiir (Sigma)

Bakir Siilfat (Sigma): CuSO4. 5H,O

di-Potasyum Hidrojen Fosfat (Merck): K;HPO,
di-Sodyum Hidrojen Fosfat (Merck) : Na,HPO,.7H,0
Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA, Sigma)
Etopropazin (Sigma): C;oH24N,S.HC1

Folin-Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Glutatyon (GSH, Sigma): C10H;7N306S

Glutatyon Rediiktaz (GR, Sigma)

Hidrojen Peroksit (Merck): H,O,

Ksantin (Merck): CsHaN4O,

Ksantin Oksidaz (XOD, Sigma)

L-Askorbik Asit (Merck): CsHgOg

Lauril Siilfat (SDS, Sigma): C1,H,504SNa
Magnezyum Klorfir (Sigma): MgCl,

Piridin (Merck): CsHsN

p-iyodonitrotetrazolyum (INT, Sigma): C;oH;3ClIN5O,
Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck): KH,PO,
Potasyum Kloriir (Merck): KCl

Sodyum Dihidrojen Fosfat (Merck): NaH,P04.2H,0
Sodyum Hidroksit (Merck): NaOH

Sodyum Karbonat (Merck): Na,COs

Sodyum Kloriir (Merck): NaCl

Sodyum Potasyum Tartarat (Sigma)
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Siikroz (Sigma): O12H»O01

t-Butil Hidroperoksit (Sigma): C4H;00,

Tris Baz (Sigma): C;H;;NO;

Tris Hidroklorit (Tris HC), Sigma): C,H;;NOsHCl

Yumurta Albumini (British. Drug Corp.)

1-Butanol (Merck): CH3(CH,);OH

1, 1, 3, 3 Tetrametoksipropan (Sigma): C;H;604

2-Tiyobarbitiirik Asit (TBA, Merck) : C;H N,O,S
3-(Siklohekzilamino)-1-Propan Siilfanik Asit (CAPS, Sigma): CoH;oNO3S
5-5°-Ditiyo-bis (2- Nitrobenzoik Asit) (DTNB, Sigma): C;4HgN;O03S,
B-Nikotinamid Adenin Dinﬁlileotid Fosfat § -NADPH, Sigma): Cy;H,6N7017P3Nay

3.1.2. Kuffamiian Aletler

Analitik Terazi (Sartorius Analytic A200s)
Benmari (Niive BM 101)

Buz Makindsi (Scotsman AF 20)

Distile Su Cihaz: (Kotterman 1034)
Homojenizator (Janke & Kunkel Ultra-Tutrax T 25
Otomatik Pipet (Gillman)

pH Metre (Hanna Instruments HI 8314)

pH Metre (Hanna Instruments 11-pH meter)
Santrifiij (Juan MR 23i)

Santrifiij (Hettich EBA 8S)

Terazi (Sartorius BP 310 S)

UV Spektrofotometre (Shimadzu UV mini 1240)

3.1.3. Deney Materyali

Arastrma materyali olarak kullanilan ergin C. carpio C.U. Su Uriinleri

Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan almarak laboratuar kosullarma adaptasyonlari
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saglanmistir. Akvaryumlar dinlendirilmis musluk suyu ile doldurulmus ve merkezi
sistem ile havalandirilmistr. Laboratuarda 12 saat aydmlatma periyodu
uygulanmugtir. Suyun fiziko-kimyasal zellikleri, sicaklik 2042 °C, pH 8.2, alkalinite
206:095 ppm CaCOj3 ve sertlik 268 ppm CaCOs olarak belirlenmistir, Baliklar giinde
iki kez agirhiklarmmn %34 kadar hazir yem (Pmar Yem, Tiirkiye) ile beslenmigler ve
denemelerde 87.67+31.39 g afirhkta ve 17.6242.26 cm boydaki Dbireyler
kullanilmigtir. Denemeler kontrollii olarak yiiriitiilmiigtiir.Pestisit olarak diazinon
[(O, O-diethyl O-[6-methyl-2~(1-methylethyl)-4-pyrimidynl] phosphorothioate),
Basudin 60 EM, Syngenta, 630 g/L] uygulanmugtir.

3.2. Metod

Denemeler 140 L dinlendirilmis musluk suyu igeren ve igerisinde 12 adet
balik bulunan 4 adet akvaryum ile yliritiilmiistiir. Akvaryumlardan birisi kontrol
akvaryumu olarak segilmis, diger akvaryumlara sirasiyla diazinomun 96 saat LCsg
degeri olan 0.072 ppb’in (Dembele ve ark., 2000) %3, %25 ve %50 degerleri olan
0.0036 ppb, 0.018 ppb ve 0.036 ppb dozlar 5, 15 ve 30 giin siirelerle uygulanmgtir.
Buharlagma ve adsorbsiyon gibi nedenlerle pestisit derisiminde meydana gelebilecek
degisimleri engellemek amaciyla akvaryum suyunun 2/3’t 24 saat araliklarla
degistirilmistir (A.P.H.A., AW.W.A,, WP.C.F., 1980).

Deneme siireleri sonunda her akvaryumdan 4 balik disekte edilerek solungag,
sindirim sistemi, kas ve bdbrek dokular almmugtir. Dokular soguk fizyolojik tuz
cozeltisi (%0.59 NaCl) ile yikandiktan sonra analizlere kadar —70 °C’de
saklanmislardir.

Analizler igin solungag, kas ve sindirim bezi dokular1 1/5 (w/v), bobrek
dokusu 1/10 (w/v) olacak sekilde 0.25 M pH 7.4 stikroz tamponda, cam-teflon
homojenizatér (Janke&Kunkel Ultra-Turrax T 25) ile 10000 rpm’de 1.5 dakika -
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar +4 °C’de 10000 rpm’de (Juan MR
231) 30 dakika santrifiij edilmigtir. Elde edilen stipernatant SOD, GPx, CAT, AChE,
Na'K*-ATPaz enzim aktiviteleri ile MDA ve protein diizeylerinin spektrofotometrik
(Shimadzu UV mini 1240) ydntemlerle belirlenmesinde kullantlmstir.,
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3.2.1. Analiz Yontemleri
3.2.1.1. Asetilkolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata pargalanmasi reaksiyonunu
katalizler. Urlin olarak agiga ¢ikan tiyokolin oratn ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu
sart renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olugan rengin siddeti 412 nm dalga
boyunda Slgiiliir (Ellman ve ark., 1961).

Kolinesteraz
Asetilkolin iyodiir +» Tiyokolin
Tiyokolin + DTNB » 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

Aywaclar

1. 0.1 M Na,K Fosfat Tamponu (pH 8.0)

2. 0.1 M Na, K Fosfat Tamponu (pH 7.0)

3.0.01 M DTNB

4. 8.52 x 10° M Etopropazin (BChE inhibitrii, giinlitk olarak hazirlanir)

5. 0.015 M Asetilkoliniyodiir (giinliik olarak hazirlanir)

Yintem

Asctilkolinesteraz enzim aktivitesini belirlemek {izere Cizelge 3.1.°de
gOsterilen iglemler uygulanir.

Cizelge 3.1. Asetilkolinesteraz Yontemi

Cozeltiler ~ Koér (ul) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 2700 2550
 Ornek 200 200
DTNB 100 | 100
Etopropazin - 50
Calkalantr ve 5 dakika 30 °C’de inkiibe edilir.
ﬁseti]kolin iyodiir - 100

Ormnek ve kor kivetlerinin 412 nm dalga boyunda 0. ve 5. dakikadaki

absorbanslar1 diciiliir.
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Hesaplama

OD;5-0Dy Vit 1

ACHE Aktivitesi (U/mL) = ‘ X X

t Vo 13.6

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

V&: Ornek hacmi.

3.2.1.2. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Yéntemi

Sodyum potasyum adenozin trifosfataz enzim aktivitesi inkiibasyon sirasinda

ortama eklenen 3 mM disodyum ATP varliginda miligram protein i¢in bir saatte
agifa cikan inorganik fosfatin olgiilmesi prensibine dayanmaktadir.

Inkiibasyon ortamma eklenen adenozin 5' trifosfattan acifa ¢tkan inorganik
fosfat 6l¢limii Ames ve Dubin (1956) tarafindan Snerilen ySnteme gére yapilmugtir.
Yontem ATP’den aymlan inorganik fosfatin askorbik asit ve fosfomolibdat ile
kompleks olugturmasi ilkesine dayanmaktadir.

Aywraglar

a) Inkiibasyon ortaminm hazirlanmasinda kullamilan ayiraclar

1.

ook wN

6.

500 mM NaCl
25 mM KCl

30 mM MgCl,

125 mM Tris (pH 7.4)

117.9 mM (pH 7.4)

75 mM Adenozin 5' trifosfat

b) inorganik fosfat slgiimiinde kullamilan aywraclar

7.
8.
9.

%10 Askorbik asit ¢ozeltisi (+4 °C’de 1 ay dayamklhidir)
Molibdik asit ¢6zeltisi
Askorbik asit-Molibdat ayiraci

10. Standart inorganik fosfat ¢bzeltisi
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0.2 mM potasyum dihidrojen fosfat stok ¢bzeltisi bazirlanir. Bu stok
standardm i¢ine %0.1°lik kloroform konduktan sonra 0.2, 0.1,0.05, 0.02 ve 0.01 mM
oldcak sekilde gahsma standard: hazirlanarak egri ¢iziminde kullanilir.
Yontem
~ Sodyum potasyum adenozin trifosfataz enzim aktivitesini belirlemek tizere
Cizelge 3.2.°de gosterilen islemler uygulanir.
Cizelge 3.2. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Yontemi

Cozeltiler Ornek Ornek Korii ATP Korii
NaCl 0.5 0.5 0.5

KCl 0.5 0.5 05
MgCh 0.5 0.5 0.5
EDTA 0.1 0.1 0.1

125 mM Tris 0.6 - 0.6

117.9 mM Tris . 0.7 A -
"Ornek 0.2 02 0.2 (Kaynamus)

Calkalanir ve 5 dakika 37 °C’de su banyosuilda inkiibe edilir.
ATP 0.1 - 0.1

Otuz dakika 37°C su banyosunda inkiibe edilir. Inkiibasyondan hemen sonra
tiplet buz banyosuna ahmrr ve 5-10 dakika boyunca bekletilerek reaksiyon
durdurutur. Daha sonra inorganik fosfat 6l¢iimii yapilrr.

Inorganik Fosfat Olciimii

Buzda bekletilen ve igerigi 2.5 mL olan tiiplere 1.2 ml, molibdik asit ayiraci
eklenip 10 dakika bekletildikten sonra saf suya kars1 390'nm dalga boyunda 6lgiiliir.

Hesaplama

Omek korii ile ATP Kkoriiniin absorbanslar1 toplami &megin absorbans
degerinden ¢ikarilir ve elde edilen degere karsilik gelen inorganik fosfat miktar:
standart dihidrojen fosfat egrisinden degerlendirilir.
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3.2.1.3. Siiperoksit Dismutaz Yontemi

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olugan endojen ve

eksojen kaynakli toksik O, nin, H;O, ve molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu

radikalleri 2-[4-iyodofenil]-3[4-nitrofenol}-5-feniltetrazoliyum klorid ile kirmmzi
renkli bir kompleks olusturur. Eger ortamda SOD enzimi varsa O,ni ortamdan
uzaklagtirmak i¢in formazon olusumu inhibe olur. Siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesinin 6lglimii 505 nm’de formazon olusumunun yiizde (%) inhibisyonu ile
Slciiliir McCord ve Fridovich, 1969).

Ayrraglar

1. CAPS Tamponu (pH 10.2)

2. Miksed Substrat

3. 80 U/L Ksantin Oksidaz

4. 0.01 M Fosfat Tamponu (pH 7.0)

Yintem

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesini Slgmek fizere Cizelge 3.3.’de

gosterilen iglemler yapilir.

Cizelge 3.3. Siiperoksit Dismutaz Yontemi
Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Oroek - 5
Fosfat Tamponu 25 -
Miksed Substrat 850 850

Tyice galkalanir.

XOD 125 125

Tekrar calkalandiktan 30 saniye sonra 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda
havaya kars1 baslangig absorbansi (A;) 0. dakika okunur. Son absorbans (A;) 3

dakika sonra okunur.
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| Hesaplama
Ar-Ay
AA/dakika =

AA/dakika x 100
% Inhibisyon = 100 -

Elde edilen % Inhibisyon degeri standart egriden degerlendirilir.
SOD Aktivitesi

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktar

3.2.1.4. Glutatyon Peroksidaz Ydéntemi

Glutatyon peroksidaz, H,O, tarafindan GSH’nin GSSG’ye yiikseltgenmesini
katalizler. Hidrojen peroksit olarak t-butil hidroperoksitin bulundugu ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, GR ve NADPH yardimiyla GSH’ye indirgenir. Glutatyon
peroksidaz aktivitesi, NADPH nin NADP**ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkmin 340 nm’de okunmas: ile 6l¢iliir (Beutler, 1984).

GPx
2 GSH+H,0, —— GSSG + H,0
GR

GSSG + NADPH + H" ——2 GSH + NADP"

Aywraclar

1. Tris Tampon (pH 8.0)

2. 0.1 M GSH

3. 10 U/mL GR

4. 2 mM NADPH

5. 7 mM t-butil hidroperoksit
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Yontem
Ghutatyon peroksidaz enzim aktivitesini Olgmek {izere Cizelge 3.4.°te
gosterilen iglemler uygulanir.
Cizelge 3.4. Glutatyon Peroksidaz Yontemi
Cozeltiler Kor (ul)
Saf su 660
Tris Tampona 00
GSH 1
GR 100
NADPH 100
Ornek 10
37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.
t-butil hidroperoksit 10

Kor olarak saf su kullanilir. Olusan tepkime 37°C’de 1 cm 151k yolu bulunan
kuvartz kiivetlerde, 340 nm dalga boyunda 0., 2.5. ve 5. dakikalarda absorbans

degerleri diciilerek izlenir.

Hesaplama
AOD vt
GPx Aktivitesi (U/mlL) = X
t 6.22x Vo
AOD : Zamana gére absorbans degisimi,
t: Zaman,
Vt: Toplam hacim,
V6: Omnek hacmi.
GPx Aktivitesi

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktan
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3.2.1.5,. Katalaz Yontenii

Katalaz, HO,’nin yikiminy katalizler. Hidrojen peroksitin katalaz tarafindan
yikim hizi, H,O, nin 230 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak iciilebilir (Beutler, 1984).

CAT

2H,0p ——— 2H,0+0,

Ayraclar

1. Tris Tamponu (pH 8.0)

2. 1 M Fosfat Tamponu (pH 7.0)

3. 10 mM H,0,

Yontem

Katalaz enzim aktivitesini belirlemek tizere Cizelge 3.5.’te gisterilen islemler

uygulanir.

Cizelge 3.5. Katalaz Yontemi
Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Tris Tamponu 50 50
1,0, | - 500
H,O 930 30

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.

[ Ornek 20 20

Kdr ve 6rnegin absorbansi 230 nm dalga boyunda 0., 2.5. ve 5. dakikalarda
Slgiiliir.
Hesaplama
AOD x Vt

CAT Aktivitesi (U/mL) =
0.071x Vo

AOD: Zamana gbre absorbans degisimi,

Vt: Toplam hacim,

V6: Ornek hacmi,

0.071:H,0,’nin 230 nm dalga boyundaki mM ekstinksiyon katsaysa.
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CAT Aktivitesi

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktar

3.2.1.6. Malondialdehit Yaontemi

Malondialdehit lipid peroksidasyonunun sekonder {iriinii olup, lipidlere ait
peroksidasyonun  belirlenmesinde  kullamilan  6pemli  bir  parametredir.
Malondialdehit, acrobik sartlarda, pH 3.4’te TBA ile 95 °C’de 30 dakika inkiibasyon
sonucu pembe renkli bir kompleks olugur. Bu kompleks spektrofotometrede 532 nm
dalga boyunda Sl¢iiliir (Obhkawa ve ark., 1979).

Ayiraclar

1. %8.1 Sodyum dodesil siilfat

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

3. %0.8 TBA (pH 3.5)

4. n-Butanol-Piridin (nBu-Piri) ¢6zeltisi (15/1)

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

Standart Egri Cizimi

Giinliik standart: Stok standarttan 6.6 plL. almip 100 mL’ye saf su ile
tamamlanir. 400 nmol/mL’lik giinlikk standart hazirlanmis olur. Daha sonra 10, 20,
40, 60, 80 ve 100 nmol/mL lik ¢ahigma standartlar1 hazirlanir ve standart egri ¢izimi
i¢in Cizelge 3.6.’da gosterilen islemler uygulanir,
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Cizelge 3.6. Malondialdehit Standart Egri Cizimi

Cozeltiler |Ko6r |10 nmol |20 nmol {40 nmol |60 nmol |80 nmol {100 nmol
(mL) |
Standart 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1 SDS | 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
%20 HAc | 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
%0.8 TBA | 1.5 1.5 L5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.
Saf su 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Piri 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Kuvvetli gsekilde vortekslenir ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
Ustteki organik kisim almip 532 nm’de absorbanst okunur.

Yontem

Malondialdehit miktarim belirlemek tizere Cizelge 3.7.’de gsterilen islemler
uygulanir.
Cizelge 3.7. Malondialdehit Yontemi

Cozeltiler Kor Standart Ornek
Standart (10 nmol/mL) - 0.1 -
 Ornek - - 0.1
%8.1 SDS 0.2 0.2 0.2
%20 HAc 1.5 ‘ 1.5 1.5
%0.8 TBA 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.7 0.7
95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.
Safsu 1.0 1.0 [ 10
nBu/Piri 5.0 5.0 ' 5.0

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



3. MATERYAL ve METOD Demet USTA

3.2.1.7. Protein YOntemi

Proteinlerin bir ¢ogu tirozin, triptofan veya her iki aminoasiti de igerirler. Bu
aminoasitler serbest ya da hths bir polipeptid zincirinde mavi renk
olusturmak iizere fosfotungustik asit- molibdik asit aywraci (Folin-Ciocalteu)
indirgerler. Bu ySntemde proteinler ilk olarak bakir-peptid bags-protein kompleksini
olugturmak iizere alkali ¢ozeltide Cu™ ile reaksiyona girerler. Ortama Folin-
Ciocalteu aymract eklendifinde, indirgeme siireci igerisinde bakir-protein
kompleksleri ile tirozin, triptofan rezidiileri birlegirler. Renklendirilmis ¢dzeltinin
absorbans1 750 nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Lowry ve ark., 1951).

Ayiraglar )

1. Alkali Na,COj; ¢6zeltisi

2. Bakrr siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢zeltisi

%1 CuSO;. 5SH,O
%?2 Na-K tartarat
Kullaniacagi zaman bu ¢dzeltiler esit hacimde karistirilarak hazirlanir.

3. Alkali Cozelti (giinliik olarak hazirlanir): 50 mL alkali Na,CO; ¢6zeltisi 1

ve 2 numarah ¢Szelti ile karistirilarak hazirlansr.

4. TFolin-Ciocalteu Ayrract: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1.5 mL saf su ile

karigtirilarak istenilen hacimde hazirlanir.

Standart Egri Cizimi

Yumurta albumini kullamlarak 1000 pg/ml derisimde stok protein ¢ozeltisi
hazirlamir. Caligma igin bu ¢ozeltiden 100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mL derigsimlerde
standartlar hazirlanir. Standart efri ¢izimi icin Cizelge 3.8.°de gdsterilen islemler
uygulanir.
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Cizelge 3.8. Protein Standart Egrisinin Cizimi

Cozeltiler (mL) | Kor | 100 200 300 400 500
| (ng/ml) | (ug/mL) | (ug/ml) | (ng/mL) J (ug/ml)
Standart ; 03 03 03 0.3 0.3
Saf'su 0.3 - - - - -
Alkali Cozelti | 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
' 15 dakika oda 1sismda bekletilir.
Folin-Ciocalteu | 0.3 03 03 0.3 03 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda verdikleri
absorbanslar kaydedilir. Elde edilen degerler standart egri ¢iziminde kullanilir.

Yintem

Protein miktarim belirlemek {izere Cizelge 3.9.°de gosterilen islemler

uygulanir.

Cizelge 3.9. Protein Y6ntemi
Cozeltiler (mL) Kor Standart Ornek
Saf su 0.3 - | -
Standart (50 pg/mL) g 03 .
[ Ornek - - 0.3
Alkali Cozelta 3.0 3.0 3.0

15 dakika oda sismda bekletilr.

Folin-Ciocalteu 03 03 0.3

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

3.2.2. istatistiksel Analiz

Veriler Artimetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir. Kontrol ve
deney gruplari arasmndaki farklilifs belirlemek {izere varyans analizi (ANOVA)
yapilmigtir. Kontrol ile uygulama gruplarmnmn aritmetik ortalama degerleri arasindaki
farklilig1 belirlemek fizere LSD testi uygulanmug, analizlerde SPSS paket programi
(SPSS 10.0 Paket Programi) kullanilmagtir.

wh
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4. BULGULAR

Diazinonun farkli subletal derisimlerinin etkisinde C. carpio’da solungag,
sindirim sistemi, kas ve bobrek dokularnda AChE, Na'K*-ATPaz, SOD, GPx ve
CAT enzim aktiviteleri ile MDA ve protein miktarlar1 belirlenerek ¢izelge ve sekiller
halinde sunulmustur.

4.1. Solunga¢ Dokusu

4.1.1. Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkisileri

C. carpio’da 5 ve 15 giin siirelerle diazinon uygulamalarindan sonra solungag
dokusunda asetilkolinesteraz aktivitesinde Snemli bir defisim bulunamamgtr
(p>0.05). Bununla beraber 30 giin diazinon uygulamasi yalnizca en yiiksek ve en
dustik derigimlerde aktiviteyi sirasiyla %32.5 ve %40 azaltmis (p<0.01) diger
derisimin enzim aktivitesine etkisi olmamistir (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.).
Cizelge 4.1. Diazinonun C. carpio’da solingac dokusunda AChE aktivitesine (U/mg

protein) etkisi.
AChE Aktivitesi (U/ mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.0085+0.0005a 0.0085+0.0007ab 0.008010.0005a
0.0036 0.0081+0.0011a 0.0080-0.0005ab 0.0048+0.0002bc*
0.018 0.0084+0.0009a 0.00911+0.0004a 0.0068+0.0009ac
0.036 0.0068+0.0006a 0.0071£0.0002b 0.0054+0.0004¢*

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.2. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Aktivitesine Etkileri

Pestisit etkisine 5 giin siireyle birakilan C. carpio Srneklerinde 0.036 ppb
diazinon etkisinde enzim aktivitesi kontrol diizeyinde kalirken, 0.0036 ppb diazinon
etkisinde %72.19 diizeyinde artis (p<0.01), 0.018 ppb didzinon etkisinde %40.38
dtizeyinde diisit (p<0.05) bulunmugtur (Sekil 4.2. ve Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Diazinonun C. carpio’da solungag dokusunda Na'K'-ATPaz (umol/mg
_ protein/saat) aktivitesine etkisi
Na K -ATPaz Aktivitesi (umo/ mg protein/saat)

Derigim (ppb) 5. Gln 15. Giin 30. Gin

Kontrol 32.9052+6.5714a  26.031242.3702ab  26.0358+0.7273a
0.0036 49.7167+7.2902b*  30.801213.2680a 26.7579+1.1957a
0.018 19.6179144.5762¢ 16.7340+3.5979b  26.1993+1.269%a
0.036 28.8850+4.0656ac  24.2219+2.0766ab  16.2876::1.7550a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmigtir (n=4). Farkl1 harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkileri

Diazinon etkisinde 5 giin sfireyle birakilan bahklarda 0.0036 ppb, 0.018 ppb
ve 0.036 ppb derigimlerin etkisinde kontrole gore smasiyla %102.17, %148.37 ve
%135.87 artma varken (p<0.01), difer uygulama periyotlarinda enzim aktivitesinin
depismedigi bulunmustur (p>0.05, Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.).
Cizelge 4.3. Diazinonun C. carpio’da solunga¢ dokusunda SOD (U/mg protein)

aktivitesine etkisi.
SOD Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.0184+0.0024a 0.02441+0.0045a 0.0184+0.0027a
0.0036 0.0372+0.0047b%  0.0322+0.0030a 0.0236+0.0032a
0.018 0.0457+£0.0037b*  0.0241+0.0017a 0.0161+0.0021a
0.036 - 0.0434+0.0025b*  0.0259+0.0019a 0.0204+0.0028a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkl harfler ile
gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 5nemlidir.

4.1.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Etkileri

Bes giin stireyle diazinon uygulamasmdan sonra 0.0036 ppb derisim etkisinde
enzim aktivitesi degismedigi (p>0.05), 0.018 ppb ve 0.036 ppb derigimlerin etkisinde
aktivitenin swastyla %33.55 ve %52.96 arttigr bulunmustur (p<0.01, Sekil 4.4. ve
Cizelge 4.4.). On bes giin siireyle diazinon uygulamasindan sonra sadece en yiksek
derisimin aktviteyi %28.70 arttirrken, 30 glin diazinon uygulamasindan sonra ise tiim
derisimlerin aktivitede sirasiyla %37.02, %29.56 ve %17.27 artisa neden olduklar:
belirlenmistir (p<0.01).
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Cizelge 4.4. Diazinonun C. carpio’da solungag dokusunda GPx aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
GPx Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Gun 15. Gun 30. Gon
Kontrol 0.1875+0.0068a 0.1847+0.0123a 0.222340.0051a
0.0036 0.196210.0095a 0.2212+0.0164ab 0.30461+0.0167b*
0.018 0.2504+0.0207b* 0.2119+0.0060ab 0.2880+0.0190bc*
0.036 0.2868+0.0041b* 0.2377+0.0142b* 0.2607+0.0142¢

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmigtir (n=4). Farkl: harfler ile
gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde dnemlidir.

4.1.5. Katalaz Aktivitesine Etkisine Etkileri

Bu ¢alismada diazinonun denenen derisimlerinde ve uygulama periyotlarmda
sadece 0.018 ppb derigim etkisinde 5 giinlikk uygulamadan sonra enzim aktivitesinde
kontrole gore %51.09 artis bulunmustur (p<0.01, Cizelge 4.5. ve Sekil 4.5.).

Cizelge 4.5. Diazinonun C. carpio’da solungag dokusunda CAT aktivitesine (U/mg
protein) etkisi

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin

Kontrol 6.8423+0.3798a 5.6826+0.2453a 7.1684+0.3602a
0.0036 6.254140.4337a 5.0044+0.3136a 7.6766+0.8401a
0.018 10.5443+1.6055b*  4.8526+0.3179a 6.9512+0.6930a
0.036 7.389310.4454a 3.9104+0.3025a 6.0458+0.5229a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.1.6. Malondialdehit Miktarma Etkileri

Bes giin stireyle 0.0036 ppb diazinon etkisinde C.carpio’da solungag
dokusunda malondialdehid miktar: degismezken (p>0.05), 15. ve 30. giinlerde
kontrole gore %32.91 ve %55.05 oranlarmda artmustir (p>0.05, Sekil 4.6. ve Cizelge
4.6.). Diazinon 0.018 ppb derisimde uygulamamn 5. giintinde (p<0.01), 0.036 ppb
derigim etkisinde 5. ve 15. giinlerde (p<0.01) MDA miktar1 kontrol grubundan ve
0.0036 ppb derigim etkisinden daha fazla bulunmustur (p<0.01). iki derisimde de 30.
. giinde MDA miktan defigmemistir (p>0.05). Malondialdehid miktarmdaki artiglar

kontrole gore 0.018 ppb etkisinde 5. giin %64.71; 0.036 ppb etkisinde 5. giin %45.58,

15. giin %63.06 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Diazinonun C. carpio’da solungag dokusunda MDA ‘miktarina

(nmol/mg protein) etkisi
MDA Miktar: (nmol/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Gin
Kontrol 0.816410.03%4a 1.2960+0.0312a 1.1451+0.0614a
0.0036 0.90531+0.0752ac 1.722540.1102b 1.7755+0.2739b*
0.018 1.3447+0.1247bc*  1.5847+0.1914ab 1.278310.0983a
0.036 1.1885+0.0629¢ 2.113310.0906¢* 1.3204+0.1635a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.7. Protein Miktarma Etkileri

Protein miktar: 5 giin siireyle 0.0036 ppb, 0.018 ppb ve 0.036 ppb diazinon
uygulamalarmdan sonra kontrole gore swrasiyla %17.28, %25.58 ve %33.59
otanlarmda azalma gdstermistir (p<0.05, Cizelge 4.7. ve Sekil 4.7.). On bes giin
d.0036 ppb ve 0.018 ppb diazinon uygulamalarinda protein miktarinda bir dégi§ik1ﬂ<
olmazken yiiksek derigim etkisinde protein miktarinda yine %19.59 oranmda bir
azalma meydana gelmistir. Otuz giin siireyle diazinon uygulamas1 protein miktarmi |
degistirmemistir (p>0.05).
Cizelge 4.7. Diazinonun C. carpio’da solungag dokusunda protein miktarina

(mg/mL) etkisi
Protein Miktar1 (mg/mL)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 11.6450+1.20452a 10.401310.7356a 11.4238+0.4971a
0.0036 9.632540.4979b 9.2400+0.8730ab 10.8713+0.6018a
0.018 8.666310.5353bc*  9.2363+0.4090ab 10.772510.5483a
0.036 7.7338+0.2654c* 8.3638+0.4679b 11.1788+0.3349a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler ile
gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde dnemlidir.
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4.2. Sindirim Sistemi

4.2.1. Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkileri

Otuz giin siireyle diazinon uygulamalann C. carpio’da sindirim sisteminde
AChE aktivitesinde bir degisime neden olmamistir (p>0.05, Cizelge 4.8. ve Sekil
4.1.).
Cizelge 4.8. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde AChE aktivitesine (U/ mg

protein) etkisi
‘ AChE Aktivitesi (U/ mg protein)
Derisim (ppb) - 5.Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0,042840.0050a 0,0144:+0.0005a 0,0106+0.0006a
0.0036 0,0401+0.0032a 0,011040.0003a 0,0091+0.0008a
0.018 0,043310.0076a 0,0139+0.0009a 0,0129+0.000%9a
0.036 : 0,039610.0032a 0,0115+0.0007a 0,010340.0007a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistit (n=4). Farkh harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir,

4.2.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkileri

Stiperoksit dismutaz aktivitesi 5 giin siireyle 0.0036 ppb diazinon
uygulamasindan sonra kontrolden %31.64 daha az bulunmustur (p<0.05). Diger
derisimler enzim aktivitesini etkilememistir (p>0.05). Diazinon etkisinde 15 ve 30
giin kalan baliklarda enzim aktivitesinin degismedigi bulunmustur (p>0.05, Cizelge
4.9. ve Sekil 4.3.)
Cizelge 4.9. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde SOD aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
SOD Aktivitesi {U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0,0335+0,0052a 0,0132:+0,0006a 0,0148+0,0009a
0.0036 0,0229+0,0010b 0,0142+0,0016a 0,007240,0006a
0.018 0,032040,0099ab  0,0129+0,0009a 0,012440,0016a
0.036 0,0255£0,0019ab  0,013130,0009a 0,010520,0003a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkh harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0 01 diizeyinde Snemlidir.
4.2.3. Glutatyon Peroksidaz ve Katalaz Enzim Aktiviteleri ile
Malondialdehit Miktarma Etkileri
Diazinon uygulamalarindan 5 gtin sonra GPx ve CAT enzim aktivitelerinde
azalma ile birlikte MDA miktarinda artiglar belirlenmigtir (p<0.05, Cizelge 4.10.,
4.11. ve 4.12.). Glutatyon peroksidaz spesifik aktivitesi 0.036 ppb derisime kontrole
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gbre %34.92°lik bir azalma ile cevap verirken, CAT spesifik aktivitesi 0.0036 ppb,
0.018 ppb ve 0.036 ppb diazinon uygulamalarina sirasiyla kontrole gére %70.73,
%42.19, %73.42°1ik azalmalar seklinde cevap vermistir. Buna karsin, MDA miktar
0.0036 ppb, ve 0.036 ppb diazinon uygulamalarina sirasiyla kontrole gére %52.79 ve
%30.12°lik artiglar gostermigtir (Sekil 4.4., 4.5. ve 4.6.).

Cizelge 4.10. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde GPx aktivitesine (U/mg

__protein) etkisi
GPx Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5.Giin 15. Giin 30. Glin
Kontrol 0,2620+0,0356a 0,16394+0,0086a 0,1497+0,0043a
0.0036 0,278310,0198a 0,161410,0069a 0,1334+0,0090a
0.018 0,2685+0,0456a 0,1710+0,0080a 0,1595+0,0138a
0.036 0,170540,0050b* 0,158240,0079a = 0,122610,0130a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistit (n=4). Farkh harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

Cizelge 4.11. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde CAT aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Gin ‘ 15. Giin 30. Giin
Kontrol 53,5054+8,4622a 11,8297+1,6585a 14,888611,8072a
0.0036 15,662243,0739b*  13,2188+0,9345a 14,2632+1,9578a
0.018 30,933142,9526¢*  10,828510,8179a 15,2984+1,6976a
0.036 14,2228+2 8915b*  16,9247+1,6025a 10,878012,4460a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart bata olarak verilmistir (n=4). Farkl harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.12. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde MDA miktarma
(nmoV/mg protein) etkisi
MDA Miktar1  (nmol/mg protein)

Derigim (ppb) 5. Glin 15. Giin 30. Giin

Kontrol 1,050310,1671a 0,194610,0229a  0,301410,0242a
0.0036 1,604740,0751bc*  0,1434:+0,0330a 0,2380:0,0469a
0.018 1,102240,2702ac =~ 0,211840,0222a 0,313740,0231a
0.036 1,366610,0824c 0,2285+0,0481a 0,2158+0,0454a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.2.4. Protein Miktarma Etkileri
Bes ve 15 gin diazinon etkisinde kalan baliklarda protein miktarimin
degismedigi bulunmustur (p>0.05, Cizelge 4.13.). Protein miktari 30 giin stireyle
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0.018 ppb diazinon uygulamasindan sonra kontrolden %13.45 daha az bulunmugtur
(p<0.05). Diger derisimler ayn: siire i¢inde protein miktarim etkilememistir (p>0.05,

Sekil 4.7.).
Cizelge 4.13. Diazinonun C. carpio’da sindirim sisteminde protein miktarina

(mg/mL) etkisi

Protein Miktar1 (mg/mL)

Derisim (ppb) 5. Giin 15. Glin 30. Giin
Kontrol . 4,92500,6799a 14,850010,4228a 15,7125+0,5321a
0.0036 4,5875+0,0826a 13,1375+0,8035a 16,150040,7391a
0.018 5,1750+0,740%9a 13,6250+0,7949a 13,6000+1,0446b
0.036 4,812540,2703a 14,2750+0,5555a 15,1625+0,7333ab

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkl harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3. Kas Dokusu
4.3.1, Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkileri
Diazinon denenen tiim derisimlerde ve siirelerde C. carpio’da kas dokusunda

asetilkolinesteraz aktivitesinin %37.27-%55.51 azalmasma neden olmustur (p<0.01,
Cizelge 4.14. ve Sekil 4.1.).
Cizelge 4.14. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda AChE aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
AChE Aktivitesi {U/ mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15.Gin 30. Giin
Kontrol 0,026310,0014a 0,0271+0,0009a 0,0256+0,0013a
0.0036 0,0164:+0,0008b* 0,0125+0,0009bd*  0,0122+0,0003b*
0.018 0,0155+0,0004b* 0,0170£0,0007cd*  0,0128+0,0007b*
0.036 0,0117+0,0006b* 0,014440,00054* 0,0131+0,0007b*

Degerler Aritmetik ortalama = Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.3.2. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Aktivitesine Etkileri

Bes giin siireyle pestisit etkisine birakidan C. carpio Smeklerinde yiiksek
derigim etkisinde enzim aktivitesi kontrole gre %23.16 azalirken (p<0.01), diisitk
derisimler aktiviteyi etkilememistir (p>0.05). On beginci giinde 0.0036 ppb ve 0.036
ppb derisimler aktiviteyi sirasiyla %12 ve %19.65 azaltirken (p<0.01), 0.018 ppb
diazinon aktiviteyi etkilememistir (p>0.05). Otuzuncu giinde sadece 0.018 ppb ve
0.036 ppb derigimler etkisinde swrasiyla %19.60 ve %21.03 azalmalar belirlenmistir
(p<0.01, Cizelge 4.15. ve Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.15. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda Na'K'-ATPaz aktivitesine

(pmo/ mg protein/saat) etkisi
Na'K'-ATPaz Aktivitesi (umo/ mg protein/saat)
Derisim (ppb) 5. Gun 15. G 30. G
Kontrol 25.951440,6664a 24,317310,4501a 24,091040,5794a
0.0036 26,6027+1,2931a 21,3948+0,7561b*  23,037010,6803a
0.018 26,0559+0,5976a 24,58101+0,8776a 19,3689+0,4358b*
0.036 19,9411+0,7149b*  19,5355+0,5543b*  19,0241+0,4693b*

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak vetilmistir (n=4). Farkh harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkileri

Bes giin slireyle diazinon uygulamasma birakilan baliklarda 0.018 ppb ve
0.036 ppb derisimlerin etkisinde sirasiyla %27.62 ve %48.62 artma varken (p<0.01),
-diigiik derisim aktiviteyi etkilememigtir. On bes giin ve 30 giin 0.018 ppb diazinon
uygulamasmda aktivitede %43 artis devam etmis (p<0.01) diger derigimler etki
gdsterememistir (p>0.05, Cizelge 4.16. ve Sekil 4.3.).
Cizelge 4.16. Diazinohun C. carpio’da kas dokusunda SOD aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
SOD Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0,018110.000%9a 0.0179+0.0008a 0.017610.0010a
0.0036 0.0188+0.0008a 0.0171+0.0014a 0.0206+0.0015a
0.018 0.023110.0004b 0.025610.0018b* 0.0252+0.0015b*
0.036 0.0269+0.0024c* 0.0202+0.0006a 0.0210+0.0013a

Degerler Aritmetik ortalama =+ Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkh harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Etkileri

Bes ve 15 giin siirelerle 0.0036 ppb, 0.018 ppb ve 0.036 ppb diazinon
uygulamalarindan sonra enzim aktivitesinin degismedigi bulunmugstur (p>0.05).
Otuz giin diazinon uygulamasindan sonra 0.0036 ppb ve 0.036 ppb derigimlerin
etkisinde aktivitenin sirastyla %20.59 ve %27.94 arttig: belirlenmistir (p<0.01,
Cizelge 4.17. ve Sekil 4.4.). Enzim aktivitesi 0.018 ppb diazinon etkisinde
degismemistir (p>0.05).
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Cizelge 4.17. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda GPx aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
GPx Aktivitesi (U/mg protein)
Derigim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.028610.0024a 0.0276+0.0010ab 0.027240.0012a
0.0036 0.028140.0017a 0.0284+0.0010ab 0.035310.0003b*
0.018 0.0280+0.0018a 0.0302+0.0010a 0.0281+0.0014a
0.036 0.0246+0.0017a 0.0249+0.0003b 0.0348+0.0006b*

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkli harfler
ile gbsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3.5, Katalaz Aktivitesine Etkileri

Bu calismada asetilkolinesterazdan sonra diazinon toksisitesine diisiik
derisimde dahi cevap veren tek enzim katalaz olmustur. Bes giinlik pestisit
uygulamas: enzim aktivitesinde doza bagli oldrak swasiyla %15.07, %42.39 ve
%58.15’lik diisise neden olmustur (p<0.01). On besinci glinde diigiik derigim
aktiviteyi etkilemezken, 0.018 ppb etkisinde %9.19, 0.036 ppb etkisinde %39.68°lik
azalmalar gOriilmiistir. Otuzuncu giinde 0.0036 ppb etkisinde %10.08, 0.036 ppb
etkisinde %26.55’lik azalmalar meydana gelmistir (p<0.01, Cizelge 4.18. ve Sekil
4.5.). Enzim aktivitesi 0.018 ppb diazinon etkisinde degismemistir (p>0.05).
Cizelge 4.18. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda CAT aktivitesine (U/mg

_protein) etkisi
CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Derigim (ppb) 5. Giin 15. Gin 30. Giin
Kontrol 2.0544+0.0230a 2.1205+0.0680a . 2.0268+0.0601a
0.0036 1,7449+0.0880b* 1.9569+0.0631ab 1.82251+0.0484b
0.018 1.1836+0.0585¢* 1.925610.0945b 1.9173+0.0260ab
0.036 0.8598+0.0312d* 1.279240.0732c* 1.4887+0.0411¢*

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmigtir (n=4). Farkli harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3.6. Malondialdehit Miktarina Etkileri

Katalaz aktivitesindeki azalmanm tam tersine 5 giinliik pestisit uygulamas:
malondialdehit miktarmda doza baglh olarak swasiyla %30.46, %38.01 ve
%114.00’bk artiga neden olmustur (p<0.01). En fazla artis en yitksek derisimde
gortlmigtiir. Difer stirelerde sadece yiiksek derisim etkisinde malondialdehit
miktarmin %25 oraninda kontrol ve diger uygulama gruplarindan daha fazla oldugu
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goriilmektedir (p<0.01, Cizelge 4.19. ve Sekil 4.6.). Diger derigimler etkisinde
malondialdehit miktari kontrol diizeyinde kalmistir (p>0.05).
Cizelge 4.19. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda MDA miktarma (nmol/mg

protein) etkisi
MDA Miktar: (nmol/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.6256+0.0286a 0.6628+0.0153a 0.6366+0.0333ab
0.0036 0.816340.0337b* 0.658510.0394a 0.6010+0.0192a
0.018" 0.8635:+0.0241b* 0.6689+0.0151a 0.6924+0.0073b
0.036 1.3390+0.0685¢* 0.8319+0.0147b* 0.7952+0.0066¢*

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (p=4). Farkl harfler
ile gbsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.3.7. Protein Miktarma Etkileri

Protein miktar1 5 giin siireyle 0.018 ppb diazinon uygulamasmdan sonra
kontrole gdre %9.70 artmmugtir (p<0.05). Diger derisimler protein miktarim
etkilememistir (p>0.05). On bes ve 30 giin diazinon etkisinde kalan baliklarda
protein miktarmn degismedigi bulunmugtur (p>0.05, Cizelge 4.20. ve Sekil 4.7.).
Cizelge 4.20. Diazinonun C. carpio’da kas dokusunda protein miktarma (mg/ml)

etkisi
Protein Miktar1 (mg/mL)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 10.231340.6666a  10.183840.0917a 10.5063+0.2895a
0.0036 10.1937+0.4980a 10.5988+0.3055a 10.6900+0.1571a
0.018 11.223740.2080b 10.3050+0.1567a 10.686310.2237a
0.036 10.9238+0.2983ab  10.811310.1632a 10.623810.2324a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata 6larak verilmigtir (n=4). Farkh harfler
ile gbsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

4.4. Bébrek Dokusu
4.4.1. Asetilkolinesteraz ve Katalaz Aktiviteleri ile Protein Miktarna
Etkileri
Otuz giin siireyle diazinon uygulamalar1 C. carpio’da bobrek dokusunda
ACHhE ve CAT aktiviteleri ile protein miktarinda bir degigsime neden olmamugtr
(p>0.05, Cizelge 4.21.,4.22. ve 4.23., Sekil 4.1, 4.5. ve 4.7.).
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Cizelge 4.21. Diazinonun C. carpio’da bobrek dokusunda AChE aktivitesine (U/ mg

protein) etkisi
ACHE Aktivitesi (U/ mg protein)
Derisim (ppb) 5. Gln 15. Giin 30. Glin
Kontrol 0.0057+0.0003a 0.006240.0004a 0.005610.0002a
0.0036 0.0066+0.0005a 0.0061+0.0005a 0.0060+0.0006a
0.018 0.0069+0.0004a 0.0057+0.0007a 0.0064+0.0006a
0.036 0.0059+0.0005a 0.0054+0.0004a 0.0059+0.0002a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmigtir (n=4). Farkh harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.

Cizelge 4.22. Diazinonun C. carpio’da bobrek dokusunda CAT aktivitesine (U/ mg

protein) etkisi
CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Derigim (ppb) 5. Giin 15. Gin 30. Giin
Kontrol 20.0914+1.2393abec  21.6957+1.6692a  20.9170+£1.7533a
0.0036 23.86591+2.1203a 17,5604+1.2019a 22.0582+1.9993a
0.018 18.5031£1.2293bc  21.5275+1.8619a  19.6761+1.0078a
0.036 16.5856+1.5303c  21.181242.8883a  20.0917+1.0600a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkl1 harfler
ile gdsterilen veriler p<0.03, *p<0.01 diizeyinde énemlidir,

Cizelge 4.23. Diazinonun C. carpio’da bdbrek dokusunda protein miktarina (mg/mlL.)

etkisi
Protein Miktar1 (mg/mL)
Derisim (ppb) 5. Giin 15. Giin ~ 30. Gln
Kontrol 7.837540.6717a 9.1325+0.7755a 9.6050+0.5290a
0.0036 6.8263+0.3421a 8.815040.5524a 9.2713+0.2803a
0.018 7.932540.2389a 8.096340.4593a 9.251340.2899a
0.036 7.890020.2968a 8.338840.4915a 8.837540.4143a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farklt harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.4.2. Sodyum Potasyum Adenozin Trifosfataz Aktivitesine Etkileri

Bes, 15 ve 30 giin siirelerle pestisit etkisine birakilan C. carpio drneklerinde
0.0036 ppb diazinon etkisinde enzim aktivitesi kontrol diizeyinde kalirken, 0.018 ppb
diazinon etkisinde sirasiyla %24.49, %73.54 ve %57.65 ve 0.036 ppb diazinon
etkisinde sirasiyla %35.16, %33.61 ve %51.46 diizeylerinde azalmalar bulunmustur
(p<0.01, Cizelge 4.24. ve Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.24. Diazinonun C. carpio’da bSbrek dokusunda Na'K'-ATPaz aktivitesine

{pmo/ mg protein/saat) etkisi
Na'K'-ATPaz Aktivitesi (jumo/ mg protein/saat) |
Derisim (ppb) 5.Gim 15. Giin 30. Gim
Kontrol 29.9507+1.6762a  28.5735%1.9494a  25.0020%1.1779a
0.0036 35.842144.3199a  29.061240.4945a 19.0928+0.5735a
0.018 22.6151+3.4614b  7.5597+1.4464b* 10.5873+0.9500b*
0.036 19.4208+2.0367b*  18.9695+1.6464c*  12.1368+1.8964b*

Degerler Aritmetik ortalama # Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkh harfler
ile gdsterilen veriler p<0.05, ¥p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.4.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkileri

Bes giin sfireyle diazinon uygulamasma birakilan baliklarda tiim derigimlerin
etkisinde kontrole gére sirasiyla %149.19, %96.09 ve %102.28 oranlarinda dnemli
derecede artislar bulunurken (p<0.01), diger uygulama periyotlarinda enzim
aktivitesinin degismedigi bulunmustur (p>0.05, Cizelge 4.25. ve Sekil 4.3.).
Cizelge 4.25. Diazinonun C. carpio’da bdbrek dokusunda SOD aktivitesine (U/mg

protein) etkisi ‘
SOD Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) _ 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.0307+0.0015a 0.0283+0.0015a 0.0310+0.0038a
0.0036 0.0765+0.0042b*  0.0330+0.0056a 0.0366x0.0061a
0.018 0.060240.0089b*  0.0338+0.0072a 0.030740.0042a
0.036 0.0621£0.0111b*  0.0328+0.0038a 0.031310.0041a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkl harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, ¥p<0.01 diizeyinde 8nemlidir.

4.4.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Etkileri

Bu galiymada 15 giin slireyle diazinon uygulamasindan sonra 0.018 ppb
derisim etkisinde enzim aktivitesinde goriilen %17.70°lik azalmamn (p<0.05) diginda
bir etkiye rastlanmamistir (Cizelge 4.26. ve Sekil 4.4.).
Cizelge 4.26, Diazinonun C. carpio’da b6brek dokustnda GPx aktivitesine (U/mg

protein) etkisi
GPx Aktivitesi (U/mg protein)
Derisim (ppb) 5. Gin 15. Gin 30. Giin
Kontrol 0.1922+0.0098a 0.1661+0.0092a 0.1741+0.0108ab
0.0036 0.2127+£0.0105a 0.1501+£0.0040ab  0.1560:+0.0034a
0.018 0.1854+0.0116a 0.136740.0039b 01601+0.0064a
0.036 0.199740.0095a 0.1517+0.0092a 0.1924+0.0176b

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmigtir (n=4). Farkh harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.4.5. Malondialdehit Miktarma Etkileri

Diazinon 0.0036 ppb derisimde C. carpio’da solunga¢ dokusunda
malondialdehit miktarim1 degistirmemistir (p>0.05, Cizelge 4.27. ve Sekil 4.6.).
Uygulamanin 5. giintinde 0.018 ppb derisim etkisinde MDA miktar; kontrolden ve
distik derigimden daha az (p<0.01), diger giinlerde kontrol diizeyinde bulunmustur -
(p>0.05). Besinci giinde 0.036 ppb derigim etkisinde ise MDA miktan kontrole gore
%27.28 azalirken (p<0.05) 15. giinde kontrolden ve diger derisimlerden daha fazla
olacak sgekilde dalgalanma gOstermistir (p<0.05). Otuzuncu giinde 0.036 ppb
diazinon uygulamast MDA miktarini degistirmemistir (p>0.05).
Cizelge 4.27. Diazinonun C. carpio’da bibrek dokusunda MDA miktarina (nmol/mg

protein) etkisi
MDA Miktar (nmol/mg protein) -
Derigim (ppb) 5. Giin 15. Giin 30. Giin
Kontrol 1.6839+0.0932a 1.396740.0970a 1.40661+0.0459a
0.0036 1.3364+0.0309ab 1.0839+0.1903a 1.6770+0.1958a
0.018 - 1.1392:40.1554b* 1.1690+0.1345a 1.7178+0.1139a
0.036 1.2246+0.1229b 1.7974+0.0775b 1.705240.1585a

Degerler Aritmetik ortalama + Standart hata olarak verilmistir (n=4). Farkh harfler
ile gosterilen veriler p<0.05, *p<0.01 diizeyinde Snemlidir.
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5. TARTISMA

Pestisitler serbest radikal olusumu yoluyla oksidatif stresi indiikleyebilir ve
lipid peroksidasyonuna neden olabilirler (Banerjee ve ark.,1999). Pestisitlerin neden
oldugu pro-oksidan kosullar adaptif bir yanit olarak antioksidan enzim aktivitelerinin
artmasina sebep olabilir (Alves ve ark., 2002).

Stiperoksit dismutaz, O,’nin H,O, ve suya dismutasyonunu katalizler ve
olusan H,0,, CAT tarafindan su ve oksijene doniistiiriiliir ya da GPx aktivitesi il¢
detoksifiye edilir. Bu nedenle bir antioksidan olarak SOD’un etkinligi O, ’nin
dismutasyon {iriini olan H,O,’yi metabolize eden CAT ve GPx enzimleri ile bir
arada c¢aligmasina baghdir. (Lackner, 1998). Diazinon etkisinde C. carpio’da
solungag ve bdbrek dokularmda ilk 5 giin sonunda SOD aktivitesi artrs difer
sirelerde degisim olmamustwr. Sindirim sisteminde 5 giin siire ile diazinon
uygulamasindan sonra 0.0036 ppb derisimde aktivite azalmis difer siirelerde ve
derigimlerde degisim olmamistit. Kas dokusunda 5 giin siire ile diazinon etkisinde
yitksek derigimlerde enzim aktivitesinde doza bagli artis bulunmugtur. On besinci ve
30. giih 0.018 ppb diazinon etkisinde aktivitedeki artiy devam etmis diger
derisimlerde degisim olmamugtir. Yiiksek SOD aktivitesi dokuda O,” iiretiminde artis
oldufunun gostergesidir. Dichlorvos etkisinde I nebulosus’ta (Hai ve ark., 1997),
azinphosmethyl etkisinde C. carpio’da SOD aktivitesinin arttig1 bildirilmigtir (Orug
ve Uner, 2002). Siiperoksit radikal ya da onun H,O, olusumu enzimde sisteinin giighii
sekilde oksidasyonuna neden olur ve SOD’un aktivitesini azaltrr (Radi ve Matkovics,
1988). Azinphosmethyl etkisinde O. niloticus’da SOD aktivitesi azalmigtir (Orug ve
Uner, 2000).

C. carpio’da solunga¢ dokusunda 5 giin siire ile diazinon etkisinde GPx
aktivitesinin yiiksek derigsimlerde, 15 giint sonunda sadece en yiiksek derisimde ve 30
giin uygulama sonunda tiim derigimlerde arttif1-bulunmugtur. Sindirim sisteminde ilk
5 giin sonunda en yiiksek derisimde, b6brek dokusunda 15 giin uygulama sonunda
0.018 ppb derigimde aktivite azalmstir. Kas dokusunda 5 ve 15 giin siire ile diazinon
uygulamas: aktiviteyi degistirmemis, 30 giin sonunda en diisiik ve en yiiksek
derisimlerde GPx aktivitesi artnmstir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi ksenobiyotikler
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ile indiiklencbilir (Hamed ve ark., 1999). Glutatyon peroksidaz indiiksiyonu ile
oksidatif stres somucu olusan lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonlar1 saglanir
(Banerjee ve ark., 1999). Boylece peroksid derisimi azaltilarak serbest radikal
hasarma karsi koruma saglanr (Watson ve ark., 1999). O. niloticus’da
azinphosmethyl etkisinde GPx aktivitesinin arttii bildirilmigtir (Orug ve Upner,
2000). Hai ve ark. (1997) dichlorvos etkisinde C. carpio’da GPx aktivitesinin
arttigim bildirmigleridir. Ahmad ve ark. (2000), O, den tiirevlenen H,O5’nin agir1
firetimi ve onun enzim-indiikleyici etkisi nedeniyle GPx aktivitesinin arttifini
bildirmislerdir. C. carpio’da diazinon etkisinde solungag ve kas dokularmda SOD ve
GPx aktiviteleri ile birlikte MDA miktarminda arttif1 belirlenmisgtir. Siiperoksit
dismutaz ve GPx aktivitesinde goriilen artig, dokuda her iki enzimin lipoperoksit
derisiminin korunmasiyla iligkili oldugunu gdstermektedir (Almeida ve ark., 2002).
Glutatyon peroksidaz ve SOD’nin en &nemli &zelliklerinden birisi oksidatif stres
durumunda indiiklenebilmeleridir ve bu tip bir indiiksiyon kirlerticilerin neden
oldugu strese kars1 6nemli bir adaptasyon olabilir (Cheung ve ark., 2001). Organik
hidroperoksidlerin ve H,O;’nin detoksifikasyonunda GPx GSH’1 kofaktdr olarak
kullanir. Bu nedenle selliiler GSH miktarinin azalmasi GPx aktivitesinin azalmasma
neden olur (Geret ve ark., 2002). Pestisit etkisinde balikta farkli dokularda GPx
aktivitesinin diisiik olmasi, bu organlarm pestisitlerin etkilerini nétralize etmede
yetersiz olduklarimi gdsterir (Ahmad ve ark., 2000).

C. carpio’da dazinon -etkisinde bobrek dokusunda CAT aktivitesi
depismemis, solungag dokusunda 5 giin diazinon uygulamasmdan sonra 0.018 ppb
derisimde aktivite artmustir. Sindirim sisteminde ilk 5 giin sonundd uygulanan tiim
derigimlerde aktivitede azalma meydana gelmistir. Diger siirelerde ve derigimlerde
degisim olmamigtir. Kas dokusunda 5 giin diazinon uygulamasmdan sonra CAT
aktivitesi doza bagh olarak, 15 ve 30 giin uygulamalardan sonra yiiksek derigimlerde
azalmigtir. Katalaz indiiklenebilen sitosolik bir enzimdir (Romeo ve ark., 2000),
H,0,’yi Op ve suya pargalayarak dokular1 H,O,’nin toksik etkilerine kars1 korur
(Lackner, 1998). Farkli balik tiirlerinde pestisit etkisinde CAT aktivitesinde
indiiksiyon ~e inhibisyonun meydana geldigi bildirilmistir. I nebulosus’ta dichlorvos
etkisinde CAT aktivitesi doza bagl olarak artmustir (Hai ve ark., 1997). H. fossilis’te
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monocrotophorus CAT aktivitesinin azalmasimna neden olmustur (Thomas ve Murthy,
1976). Pandey ve ark. (2001) CAT aktivitesinde belirlenen azalmanmn O;”
tiretiminden kaynaklanabilecegini ileri stirmiiglerdir. Diazinon etkisinde C. carpio’da
kas dokusunda SOD aktivitesi artarken, CAT aktivitesinin azaldig1 belirlenmigtir.
Bainy ve ark. (1996), ksenobiyotiklerle firetilen O, e karsi artan SOD ile ilgili
olarak CAT aktivitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Jet ve Navoa (2000),
reaktif oksijen tlirlerin uzun siireli iiretimlerinin CAT transkripsiyonunu
indiikleyerek aktivitesinin artmasma neden olabilecegini belirtmislerdir. Katalaz
aktivitesinde 6nemli bir degisim olmamasi1 H,0, olusumuna karg1 koruma saglayan
GPx’in yiiksek aktivitesi nedeni ile olabilir (Radi ve Matkovics, 1988).

Kimyasal stres durumunda antioksidan sistem indiiklenebilir ya da inhibe
olabilir (bossu ve ark., 2000). Ksenobiyotik konsantrasyonunun artigmm antioksidan
aktiviteyi indiiklemesi genel bir kural degildir (Cheung ve ark., 2001). Ksenobiyotik
ile ilk etkilesimde azalma seklinde goriilen yamt, daha sonra antioksidan sistemin
inditksiyonu ile devam edebilir. Bu nedenle indtiklenebilen bir antioksidan sistemin
varli: canlimin adaptayonunu yansitir (Doyotte ve ark., 1997).

Farkli balik tiirlerinde oksidatif strese kargi antioksidan yanit agismdan
dokularm farklihk gésterdikleri, bu farkliligmm dokularin antioksidan durumlarmin
farkliliklarindan ileri gelebilecegi belirtilmistir (Ahmad ve ark., 2000). Sayeed ve
ark. (Baskida), yaptiklan calisma sonucunda solungaglarm ksenobiyotik indiikli
lipid peroksidasyonuna kars1 en duyarh organ olduklarmi ve karaciBer ve bobrek
dokular: ile karsilagtirildiklarinda antioksidan potansiyellerinin zayif oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Uner ve ark. (2001) kontrol baliklarda karaciger dokusunda antioksidan
enzim aktivitelerinin bdbrek dokusuna gbre daha yitksek oldugunu, ancak pestisit
etkisinde antioksidan enzimlerin inditksiyonunun bobrek dokusunda daha yiiksek
diizeyde meydana geldigini bildirmiglerdir.

C. carpio’da solungag dokusunda 5 ve 15 giin siireler ile diazinon uygulamasi
sonunda AChE aktivitesi defismemis, 30 glin uyguléma sonunda en diisiik ve en
yitksek derigimlerde aktivite azalmustrr. Sindirim sistemi ve bSbrek dokusunda 30
glin stire ile diazinon uygulamas: AChE aktivitesini degistirmemistir. Kas dokusunda

diazinonun denenen tiim derigimlerinde ve siirelerde aktivite azalmugtir.
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Asetilkolinesteraz  aktivitesinde %20 oraninda inhibisyon meydana gelmesi
organofosforlu pestisitlerin etkisinde kalmanm gdstergesidir. Inhibisyon %50 ya da
daha ytiksek diizeylerde meydana geldiginde yagam tehdit eden bir durumu gosterir
(Day ve Scott, 1990). Ancak yapilan c¢ahsmalar baliklarm >%90 AChE
inhibisyonunu tolere edebildigini gbstermistir. Balint ve ark. (1995) methidathion
etkisinde %90-92 ve Pan ve Dutta (1998) diazinon ile %91.4 diizeyinde inhibisyon
belirlemekle - beraber mortalite kaydetmemislerdir. Keizer ve ark. (1995), C.
carpio’nun ¢ok duyarh bir AChE*ye sahip olmasmna ragmen, diisiik biyoaktivasyon
oram ve detoksifikasyon enzimlerinin yiiksek aktivitesi nedeni ile diazinon
toksisitesine karsi ¢cok direngli oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Organofosforlu pestisitler ile yapilan ¢alismalarda AChE inhibisyonunun doz
(Keizer ve dark., 1991; Pan ve Dutta, 1§98) ve siireye (Ansari ve ark., 1987) bagh
olarak inhibe oldufu ve inhibisyon oranlarmin tiir ve dokuya &zgii farkhiliklar
gosterdigi bildirilmigtir (Keizer ve ark., 1995; Szegletes ve ark.,, 1995).
A. anguillda fenitrothion uygulamasmin  kesilmesinden sonta da AChE
aktivitesinde doza bagli olarak azalma kaydedilmis ve enzim aktivitesinin normale
donmesi i¢in gereken siirenin uzun oldugu bildirilmistir. Bu durum enzim
rejenerasyonunun baglica de novo sentez ile olmasi seklinde agiklanmustir (Sancho ve
ark., 1998). Inhibisyonun derecesi arttikga, ihtiya¢ duyulan protein sentezi de artar
(Fulton ve Key, 2001). Balint ve ark. (1995), AChE’nin yenilenmesi i¢in gereken
stirenin uzun olmasimnin sadece AChE-organofosfat bagmin stabilitesinden degil, ayni
zamanda enzimin de novo sentezinin inhibe olmasmdan kaynaklanabilecegini ileri
siirmiiglerdir.

C. carpio’da solungac dokusunda 5 giin siire ile diazinon uygulamasindan
sonra 0.0036 ppb derisimde Na'K'-ATPaz aktivitesi artmis, 0.018 ppb derisimde
azalmigtwr. Uygulanan diger siirelerde aktivite degismemistir. Kas ve bobrek
dokularinda enzim aktivitesinin 30 giinlitk periyotta 6zellikle yitksek derigimlerde
azaldig: bulunmustur. Ksenobiyotik indiikli Na'K'-ATPaz inhibisyonu canhilarda
zararh sonuglara neden olabilir. Sodyum potasyum adenozin trifosfataz,
osmoregiilasyonda ve Na', K transmembran gradientlerinin korunmasmnda rol

oynadigindan, inhibisyonu kanimn iyonik konsantrasyonunu degistirebilir ve solungag
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dokusuna hasar verebilir (Yadwad ve ark., 1990).Yapilan caligmalar pestisit
etkisinde baliklarda ATPaz aktivitesinin duyarh bir enzimatik indikatér oldugunu
gostermektedir. Farkh pestisitler ile yapilan caligmalarda farkli balik tiirlerinde
ATPaz aktivitesinin inhibe oldugu bildirilmistir. 7. zillii ve O. niloticus’da
azinphosmethyl etkisinde Na'K'-ATPaz aktivitesi azalmustr (Orug ve ark., 2002).
Reddy ve ark. (1991), kas dokusunda ATPaz aktivitesinde meydana gelen
inhibisyonun- kas fibrillerinde iyon akimimi bozarak kas aktivitesinin ve dengenin
azalmasma neden olabilecegini ileri stirmiiglerdir. Das ve Mukherjee (2000; 2003),
yaptiklar1 c¢aligmalarda farkli dokularda ATPaz aktivitesinde meydana gelen
inhibisyonun dokuda hipoksik sartlarm bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir.
Sancho ve ark. (1997) solungag dokusunda Na*, K" ve Mg'? ATPaz aktivitelerinde
belirledikleri azalmalarin toksik maddenin enzimi dogrudan etkilemesi ya da
solungaglarda olugan primer letal lezyonlardan kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir.
Pestisit etkisi ile ATPaz aktivitesinin artmasi ATP’nin hidroliz orammm artmasi
nedent ile metaholizmanin ve enerji tiiketiminin artigm: gdsterir.

Lipid peroksidasyonu oksidatif stres ile indiiklenen baglica olaylardan biridir.
Reaktif oksijen tiirler oksidatif iglemleri arttirirlar ve hiicre membranlarinda lipid
peroksidatif hasara neden olurlar. Demir katalizli Fenton reaksiyonu yolu ile
HO’nun lipid peroksidasyonunun &nciisti oldugu ileri stirtiliir. C. carpio’da solungag
dokusunda 5 giin diazinon uygulamasmdan sonra yiiksek derigimlerde, 15 giin
sonunda en diisik ve en yliksek derisimlerde MDA miktar1 artmugtir. Otuz giin
diazinon uygulamasindan sonra en diisiik derisimde MDA miktarmm artti1
belirlenmistir. Sindirim sisteminde 5 giin siire ile diazinon etkisinde en diisiik ve en
yitksek derigimlerde MDA miktar1 artrmstir. Kas dokusunda itk 5 giin uygulama
sonunda MDA miktar1 doza bagh olarak artmugtir. On besinci ve 30. giinlerde en
yiiksek derisimde MDA miktarinm artti31 bulunmugstur. Bdbrek dokusunda 5 giin
sonunda MDA miktarinda yiiksek derisimlerde azalma belirlenmistir. Onbes giin
diazinon uygulamasindan sonra ise en ylksek derisimde MDA miktar1 artmstir.
H. fossilis’te dichlorvos etkisinde MDA miktar1 doza bagh olarak artmustir (Vadhva
ve Hasan, 1986). Dokularda lipid peroksidasyonunun meydana gelmemesi ya da

diisik diizeylerde olmasi oksidatif enzimlerin koruyucu etkilerinin g6stergesidir.
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Yang ve ark. (1996), AChE inhibit6riiniin indikledigi kolinerjik
hiperaktivitenin  serbest radikallerin  akiimillasyonunu  baglatarak lipid
peroksidasyonuna neden oldugunu bildirmiglerdir. Bu nedenle diazinon aracilikl
lipid peroksidasyonu insektisitin antikolinesteraz aktivitesiyle iliskili olabilir.

Lipid peroksidasyonundaki artis biyolojikk membranlarm anatomik
biitiinliiklerini ve akigkanliklarmi bozabilir. Sodyum potasyum adenozin trifosfataz
ve AChE membran-bagl enzimlerdir ve aktiviteleri membran fosfolipid yapisma
baglidir. Membranin lipid bilesimindeki herhangi bir degisim bu enzimlerin
aktivitelerini dogrudan etkiler (Sahoo ve ark., 1999). Membran akigkanhigmnda
meydana gelen degisikliklerin dolayli ya da reaktif oksijen tiirlerin ve MDA
diizeyinin dogrudan etkisinde Na'K'-ATPaz aktivitesinin inhibe oldugu bildirilmigtir
(Rauchova ve ark., 1999). Dier yandan ATPaz ve AChE aktivitesinde meydana
gelen inhibisyon serbest radikal olusumunu baglatarak lipid peroksidasyonuna neden
olabilir. Diazinon etkisinde C. carpio’da kas dokusunda Na'K'-ATPaz ve AChE
aktivitelerindeki azalma ile birlikte MDA miktanmin artti belirlenmistir.
Organofosforlu pestisitlerin asil etki mekanizmasinin AChE inhibisyonu olmasmna
ragmen, yiikseck lipid peroksidasyonu ve ATPaz aktivitesindeki degisimin
organofosforlu pestisitlerin toksisitesine aracilik edebilecegi bildirilmistir (Hazarika
ve Sarkar, 2001).

Diazinon etkisinde C. carpio’da protein miktar1 bdbrek dokusunda
degismemis, kas dokusunda 5 giin uygulamadan sonra 0.018 ppb derisimde artmus ve
sindirim sisteminde 30 giin sonunda 0.018 ppb derigimde azalmstir. Solungag
dokusunda protein miktar1 5 giin stire ile diazinon uygulamasindan sonra doza bagh
olarak azalmistw. On bes giin uygulamadan sonra protein miktarr en yitksek
derigsimde azalmig diger stirede deZisim olmamustir. Reaktif oksijen tiirler serbest ya
da protein bagh amino asitleri ve yapisal proteinleri dogrudan okside ederek
enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonuna neden olurlar (Facchinetti ve ark., 1998).
Diazinon etkisinde C. carpio’da solunga¢ dokusunda protein miktar: azalirken MDA
miktarmin artti1 bulunmugtur. Lipid peroksidasyonu sonucunda olugan MDA, Schiff
baz olusumu ile lipid ve proteinlerin amino gruplar1 ile ¢apraz baglanma

yetenegindedir ve ayrica MDA  varhfn spesifik membran proteinlerinin

81



5. TARTISMA ___Demet USTA

polimerizasyonu ile iliskilidir (Radi ve Matkovics, 1988). Diazinon uygulamasi
protein metabolizmasim arttirabilir, protéin sentezini inhibe edebilir (Pan ve Dutta,
2000), spesifik amino asitler i¢in metabolik islemleri degistirebilir ve protein
eksikligine neden olabilir (Handy ve ark., 2000). C. carpio’da solunga¢ dokusunda
protein miktarinda goriilen azalma genel stres yamttan dolay: olabilir. Pestisitin
indiikledigi bu azalma, enerji ihtiyaci arttiginda bahign kendini degisen metabolik
sisteme adapte etmek lizere meydana getirdifi fizyolojik bir stratejidir. Bu olay
proteoliz gibi degradatif iglemlerin stimulasyonuna ve artan enerji metabolizmast igin
pargalanma firiinlerinin kullantmina neden olur (Begum ve Vijayaraghavan, 1996).
Stres durumunda baliklarda yitksek miktarda katekolamin sentezlenir ve boylece
glikojen rezervleri tiiketilir. Karbohidrat temelli enerji kaynagi olmadiginda
memelilerin aksine baliklar dogrudan proteinleri kullanabilirler (Shakoori ve ark.,
1996). Dimethoate uygulamasi C. batrachus’ta protein diizeyini 6nemli diizeyde
azaltmistr (Begum ve Vijayaraghavan, 1996). Phosphamidon etkisinde
P. conchonius’ta kanda ve karacigerde zarar gormiis hiicre organellerinin tamiri ve
doku rejenerasyonunu saglamak iizere protein sentezi artrmstir. Ayrica doku nekrozu
ya da insektisitin detoksifikasyonu sirasinda azalan enzim miktarimn, enzim
proteinlerinin sentezinin artmasim gerektirebilecegi bildirilmistir (Gill ve ark., 1990).

Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler, AChE ve
Na'K'-ATPaz aktivitelerinin, pestisitin  dogrudan etkisiyle ya da tipid
peroksidasyonu nedeniyle, inhibe olmasi diazinonun dokularda oksidatif strese neden
oldugunun gostergesidir. Yapilan ¢aliyma subletal dozlarda diazinon etkisinde
birakilan C. carpio’da oksidatif strese karsi dokuya 6zgii adaptif yanitlar gelistigini
gbstermektedir. Ayrica c¢alima bulgulari, organofosforlu bit pestisit olarak
diazinonun asil etki mekanizmasi olan AChE aktivitesinin inhibisyonunun yam sira
giiclii bir Na"K'-ATPaz inhibitdri oldufunu gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

-Solungag dokusunda SOD ve GPx’in koruyucu etkilerine kargm lipid
peroksidasyonunun engellenemedigi goriilmiistiir. Baglangicta SOD aktivitesinin
devaminda GPx aktivitesinin artmug olmasi, ilk giinlerden itibaren SOD fonksiyonu
ile olusan H,O, nin detoksifikasyonunu saglamak tizere GPx aktivitesinin arttifini
gostermektedir. Diazinon solungag dokusunda norotoksisiteye neden olmustur.
Pestisitin denenen derigimleri bu dokuda iyon iletimini genel olarak etkilememistir. -

Diazinonun denenen derigimleri sindirim sisteminde 30 giine kadar olan
periyotta toksisite gostermemistir.

Kas dokusunda norotoksisite ve iyon iletiminde degisimler bulunmustur.
Dikkat ¢ekici bir sekilde ndrotoksisitenin daha erken meydana geldigi gﬁfﬁlmektedir.
fyon iletimi ilk olarak yiiksek derigimde etkilenmis, diigiik diazinon derisiminde
ancak uzun siirede etki etmigtir. En yiiksek derigsimlerde oksidatif stres indilklenerek
lipid peroksidasyonu olusmugtur. Diisitk derisimlerde antioksidan enzimlerin lipid
peroksidasyonuna kars: koruyucu etkileri ilerleyen siirelerde goriilmektedir.

Bobrekte norotoksisite bulunamamms iyon iletiminin degistigi belirlenmigtir.
fIk 5 giin sonunda SOD artistyla belirlenen oksidatif stresin kalici olmadigy,
diazinonun denenen derisimlerinin bbrekte peroksidatif zarara neden olacak kadar
yiiksek olmadi@: saptanmstir.

Protein miktar: sadece solungag dokusunda derisime bagh olarak azalmistir.

Bu cahsmada, pestisitin diigik derigimde uzun siirelerde etki edebildigi
goriilmektedir. Diazinon toksisitesi artan derisime baglh olarak artmaktadur.

Diislik derisimde kisa stirede cevap vermesi nedeni ile SOD’un diazinonun
oksidatif strese bagh toksisitesini belirlemede biyoindikator olarak kullanilabilecegi
disiiniilmektedir.
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