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Bu g¢alismanin amaci juvenil Oreochromis niloticus’da beyin dokusunda
organofosforlu insektisid fenthion igeren ortamda GSH sentezi inhibitorii biitiyonin
stilfoksimin (BSO) (50 mg/kg) ve antioksidant ve GSH onciisii N-asetilsisteinin (NAC) (100
mg/kg) intraperitonal dozlarinin tek basina ve birlikte uygulanmalarinin GSH ve GSH ile
iligkili enzimlere, lipid peroksidasyonuna ve AChE enzim aktivitesine etkilerini
belirlemektir. Bu amagla 24, 48 ve 96 saat siireyle bu bilesiklerin GSH sistemine etkilerini
belirlemek tizere GSH ve GSSG miktarlar1 ile GSH/GSSG orani, GPx, GR, GST, y-GT ve v-
GCS enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonuna etkilerini belirlemek lizere MDA miktar1 ve
norotoksik etkilerini belirlemek iizere AChE enzim aktivitesi spektrofotometrik yontemlerle
arastirllmistir. Uygulanan %20 LCs, fenthion derisimi (0.45 ppm) APHA protokoliine gore
ylriitiilen LCsy ¢aligmasi ile belirlenmistir. Ayrica ¢alisilan parametrelerdeki degisimler 24,
48 ve 96 saat siireli depurasyon uygulamalari ile incelenmistir.

Fenthion etki stirecinde GSSG miktarinda, GSH/GSSG oraninda ve GPx aktivitesinde
artisa neden olmustur. BSO etkisinde fenthion GSH miktarini, GSH/GSSG oranim1 ve GR
aktivitesini azaltmig, GSSG miktar1 ile GPx ve y-GT aktivitelerini arttirmigtir. Yiiksek dozda
NAC, fenthion etkisinde GSH miktarinin ve GPx aktivitesinin azalmasina, GSH/GSSG orani
ile GST aktivitesinin ise artmasina neden olmustur. Lipid peroksidasyonunda kontrole gore
bir degisim hi¢ bir grupta goézlenmemistir. Tiim fenthion uygulamalari AChE aktivitesini
azaltmistir. BSO ve NAC uygulamasi AChE aktivitesinde artisa neden olmustur.

Bu ¢alismada, fenthionun toksik etkisinde GSH ve GSH ile iliskili enzimlerin rol
aldig1 belirlenmistir. Fenthionun BSO ile birlikte uygulanmasinda toksik etkide artis
belirlenmistir. NAC’nin yiiksek dozda beyinde oksidatif strese neden oldugu saptanmustir. O.
niloticus’da beyin dokusunda y-GCS aktivitesi belirlenememistir. BSO ve NAC’nin AChE
aktivitesini arttirdig1 ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir. Belirlenen etkilerin dort gilinliik
depurasyon siiresinde giderilemedigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Balik, Fenthion, N-asetilsistein, Biitiyonin siilfoksimin,
Glutatyon
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The aim of this study was to investigate the effects of buthionine sulfoximine (BSO)
(50 mg/kg), a GSH synthesis inhibitor, and N-acetylcysteine (NAC) (100 mg/kg), an
antioxidant and GSH precursor, on GSH and GSH-related enzymes, lipid peroxidation and
on AChE enzyme activities in the brain of organophosphate fenthion exposed juvenile
Oreochromis niloticus. Animals were left in fenthion solutions over 24, 48 and 96 h periods
and at end of each period GSH and GSSG levels, GSH/GSSG ratio, GPx, GR, GST, y-GT, y-
GCS enzyme activities were determined to evaluate the effects of BSO and NAC on GSH
system, MDA contents were determined to find out their effects on lipid peroxidation and
AChE enzyme activity was determined to study their neurotoxic effects. All measurements
were carried out using spectrophotometric methods. The applied 20% LCs, fenthion
concentration (0.45 ppm) was determined through a LCs, study carried out according to
APHA norms. The same procedure was repeated after 24, 48 and 96 h depuration periods.

Fenthion increased the GSH/GSSG ratio, GSSG level and GPx activity in exposure
periods. Treatment with BSO decreased the GSH/GSSG ratio, GSH levels and GR activity,
while increasing GSSG levels, GPx and y-GT activities in the brain of fenthion exposed fish.
NAC, which was applied at a higher dose, decreased GSH levels and GPx activity, however
elevated GSH/GSSG ratio and GST activity. No lipid peroxidation was observed in any
experimental group compared with the controls. AChE activities showed a decrease in all
fenthion treated fish. BSO and NAC were elevated AChE activity.

Glutathione and GSH-related enzymes had a role in fenthion toxicity. Fenthion with
BSO application increased the toxic effects. NAC caused oxidative stress in its present
concentration. y-GCS activity could not be determined in the brain of O. niloticus. It was
first shown by the present study that BSO and NAC increase the AChE activity in brain.
Four depuration days were not found sufficient for the elimination of determined effects in
brain.

Key Words: Fish, Fenthion, N-acetylcysteine, Buthionine sulfoximine, Glutathione
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1. GIRIS Petek PINER

1. GIRIS

Canli organizmalarin ¢ogu mitokondriyal ATP iiretimi i¢in oksijene bagiml
yasarlar. Bunlarda mitokondriyal ATP {iretimi, hiicrede molekiiler oksijenin (O,)
suya indirgenmesini i¢eren birincil enerji liretim yoludur. Memelilerde viicuda alinan
O2’nin %90’1, su olusturmak {izere bir O;’ye sitokrom oksidazlar tarafindan 4
elektronun aktarilmasi i¢in kullanilir (Storey, 1996).

Mitokondriyal O;’nin yaklasgik %4’ solunum zinciri reaksiyonlarindaki
elektron akist ile siiperoksit (O,7), hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (‘0»),
hidroksil radikali (HO") gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturarak eksik
rediiksiyona ugramaktadir. Normal metabolizma sirasinda sican karaciger
mitokondrisinde giinde 3x107 Oy “nin iiretildigi belirlenmistir. O,” ve H,O;’nin
steady-state derisimlerinin sirasiyla pikomolar ve nanomolar diizeyde oldugu tahmin
edilmektedir. Ancak H,O,’nin hepatosit steady-state derisiminin 25 pM’dan daha
yiiksek oldugu hesaplanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Endojen kaynakli H,O,, suya detoksifiye edilemezse metallerin katalizledigi

Haber-Weiss veya Fenton reaksiyonlar1 ile HO" olusur (Reaksiyon 1, 2):

Haber-Weiss Reaksiyonu Oy + H,O, +F ¢’" - Fe’ + 0, + OH + HOr (1)
Fenton Reaksiyonu H,O, + Fe’" — Fe’" + HO +OH (2)

Hidroksil radikali en reaktif ve en kisa dmiirlii biyolojik radikallerden birisi
olup peroksil (ROO") radikalini de igeren diger radikaller kadar etkili olmasa da
biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonunu baglatma potansiyeline sahiptir.
Boylece endojen kaynakli H,O;’nin detoksifikasyonu hiicresel homeostasis kadar
mitokondriyal redoks durumunun korunmasi i¢in de 6nemlidir.

Biyolojik 6neme sahip diger ROS 'O, ve hipokloréz asit (HOCI)’dir. Birgok
ROS Oy’nin tek elektron rediiksiyonu ve oksidant peroksinitritin olusumunu igeren
nitrik oksit (NO) ile spontan ger¢eklesen reaksiyonlarla olusabilmektedir (Reed,
2000).
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Hidrojen peroksit, O,”, HO' gibi ROS biyolojik makromolekiiller ile
reaksiyona girebilir ve enzim inaktivasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA zararini
olusturan oksidatif strese neden olurlar (Pena-Llopis ve ark., 2003a).

Oksidatif stres ROS diretimi ile bunlarin detoksifikasyonu arasinda bir
dengesizlik meydana geldigi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (Pena-Llopis ve ark.,
2003a). Biitiin dokular ve hiicreler biyolojik reaktif ara tirlinlerin detoksifikasyonu ve
oksidatif stresten kaynaklanan hiicresel hasari 6nlemek veya azaltmak igin cesitli
sistemler icermektedirler (Reed, 2000). Biyolojik antioksidantlar hiicreyi serbest
radikallerin ve ROS’un kontrolsiiz olusumundan koruyan ya da biyolojik yapilarla
reaksiyona girmelerini engelleyen dogal molekiillerdir (Chaudiere ve Ferrai-Iliou,
1999).

Hiicreler enzimatik olarak veya E, C vitaminleri, glutatyon (GSH) ve bir GSH
Onciisii ve antioksidant olan N-asetilsistein (NAC), askorbik asit ve iirik asit gibi
non-enzimatik antioksidantlar ile hem oksidatif zarari onararak hem de oksijen
radikallerini uzaklastirarak ROS’un zararli etkilerinden korunurlar (Storey, 1996).
Antioksidant savunmanin enzimatik basamagini siiperoksit dismutaz (SOD; EC
1.15.1.1), katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), peroksidazlar olmak {izere ii¢ 6nemli enzim
grubu olusturur. Peroksidazlardan en oOnemlisi GSH’1 elektron dondrii olarak
kullanan glutatyon peroksidazdir (GPx; EC 1.11.1.9) (Dorval ve Hontela, 2003).
Hiicrelerdeki bu antioksidantlardan en 6nemlisi GSH’dir (Storey, 1996).

1.1. Glutatyon

GSH elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve ROS’un hiicrelerden
uzaklastirilmas: gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyona sahip non-protein bir
tripeptiddir ~ (Meister ve  Anderson, 1983). Bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalarda bulunan GSH, ayni zamanda en bol bulunan intraselliiler
tiyoldiir (Kidd, 1997). Glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisinden (Gly) meydana
gelen GSH, Glu ile Cys arasinda bir y-peptid bagi icermektedir. Bu bag GSH’1 bir¢ok
peptidazin hidrolitik etkisinden korur. GSH, Cys ve y-glutamilsistein gibi GSH
Onciisli bilesiklerden daha kolay yiikseltgenir (Anderson, 1998). Hiicrelerde iki
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formda bulunur, bunlardan aktif formu olan indirgenmis glutatyon hiicrelerde
baskindir. Okside kosullar altinda iki molekiil GSH arasinda disiilfid bag1 kurularak
okside glutatyon (GSSG) olusur (Pena Llopis ve ark., 2002). Rediikte ve okside
glutatyonun yapis1 Sekil 1.1.’de goriilmektedir.

y-Glu Cys Gly
g IH: [ = ) L]
N | | | P
B — B—gEr—EREs— — A — g — S iR &
# | | | | e,
g ¥ I C',|.P]:2 H )
Rediikte Clutatyon (CSH) =H
v-Glu Cys = Gly
S
S
+-Glu . Cys . Gly
Okside Glutatvon (GSSG)

Sekil 1.1. Rediikte ve okside glutatyonun yapis1 (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Tiyoredoksin ve GSH gibi diisiik molekiiler agirlikli, siilfiir iceren bilesikler,
yani tiyoller kolaylikla okside edilebilir ve hizli bir sekilde rejenere edilebilirler. Bu
ozellikleri bu bilesiklerin bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik reaksiyonda 6nemli
bir rol oynamalarim1 saglar. Hiicre tipine bagli olarak GSH’in hiicre i¢i derisimi
yaklasik 0.5-10 mM diizeyindedir. Karaciger derisimi 4-8 mM’dir. Hiicrede total
GSH’m %5’inden daha az1 okside formda bulunur (Reed, 2000). GSSG hayvansal
hiicrede protein sentezini inhibe edebilmektedir. GSSG’nin bu etkisi hiicrede
intraselliler GSSG diizeylerinin neden normalden ¢ok diisilk oldugunu ve
eritrositlerden, karaciger ve kalp gibi organlardan plazmaya neden GSSG salindigin
aciklamaktadir. GSH metabolik c¢evrimde sabit bir oranda korunur. Insan
eritrositlerinde yar1 omrii 4 giin, sican karacigerinde ise 3 saattir. Eritrositlerdeki

dongiisii safraya GSSG veren karacigere benzer olarak ATP-bagimli bir transport
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sistemi ile plazmaya hiicrelerden GSSG’nin taginmasini igerir. Karaciger de siirekli
olarak plazmaya GSH vermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Cesitli organ ve
dokulardaki GSH igerigi diisiik molekiiler agirlikl tiyoller ve total non-proteinlerin
en az %90’ m1 olusturmaktadir. Karacigerin GSH igerigi bdbrek ve testislerden
yaklagik iki kat, akcigerden yaklasik {i¢ kat daha fazladir (Reed, 2000). Beyindeki
GSH derisimi 1-3 mM’dir. Bu organdaki GSH homeostasisi baskin olarak GSH
yapitaglarinin beyin igerisindeki sirkiilasyonu ile saglanmaktadir. Bununla birlikte
beyinde GSH sentezi igin gereken yapitaslar1 kan-beyin engelini gegerek beyne
ulagmaktadirlar (Dringen, 2000). GSH derisiminin beyin astrositlerinde néronlara
gore daha yliksek oldugu belirlenmistir (Bharath ve ark., 2002).

Hiicrede, sitoplazma ve mitokondride olmak tiizere iki GSH havuz
bulunmaktadir. Sitosolik GSH havuzu hiicresel korumadaki gorevi ile karakterize
edilir. Nukleusda da bir GSH havuzu bulunabilecegi diisiiniilmektedir. iki GSH
havuzuna sahip karacigerdeki gozlemler ile uyumlu olacak sekilde mitokondriyal
GSH ayrn bir fizyolojik havuzdur. Yeni izole edilmis sican karaciger hepatositlerinde
total hiicresel havuzun yaklasik %10’unu olusturan mitokondriyal GSH havuzu 30
saatlik yar1 6miire sahipken, sitoplazmik havuzun yar1 émrii 2 saattir ve bu bulgu
mitokondriyal havuzun daha stabil oldugu seklinde yorumlanmaktadir.
Mitokondriyal GSH sitosolik GSH’dan farkli bir havuz olarak fonksiyon yapar ve
buradaki GSH derisimi yaklagik 10 mM olup, derisimi yaklasik 7 mM olan sitosolik
GSH’dan daha ytiiksektir. Mitokondriyal GSH havuzunun bu 6zelligi mitokondriyal

fonksiyonlarin korunmasinda ¢ok énemlidir (Reed, 2000).

1.1.1. Metabolizmada Glutatyonun Gorevleri

Glutatyon, peroksidaz enzim ailesinin bir kofaktorii olmasinin yani sira,
askorbik asit metabolizmasini, hiicreler arasi iletisimin siirdiiriilmesini saglayan ve
genel olarak proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarinin okside olmasin1 ve ¢apraz
baglanmasini engelleyen diger bircok metabolik siirecte yer almaktadir. Ayrica hiicre
i¢ci bakir transportunda da islev goriir, GSH bakir iyonlar: ile selatlar olusturur ve

bunlarin serbest radikal olusturma kapasitelerini azaltir. GSH koruyucu bir ajan
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olarak lokoeritrin sentezinde yer alan enzimler ve glioksilazlar1 da iceren farkl
metabolik yollarda calisan bazi enzimler i¢in kofaktdr olarak rol oynar. GSH protein
katlanmasinda ve insiilin gibi disiilfid baglar1 tagiyan proteinlerin yikilmasinda da rol
alir(Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Redoks sistemi tarafindan diizenlenen sinyal iletimi, sisteinin depolanmasi ve
transportu, hiicre boliinmesinin diizenlenmesi, immiin yanitin diizenlenmesi gibi
gorevlerinin yaninda GSH prostaglandin metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol
almaktadir. GSH’1n biitiin bu metabolik ve hiicresel diizenleyici fonksiyonlarindaki
anahtar mekanizma tiyol-disiilfid degisimi dengesidir. Enzimleri ve sinyal
molekiillerini de iceren bir takim fizyolojik proteinlerin fonksiyonu protein tiyoller
ve diisiikk molekiiler agirlikli distilfidler arasindaki tiyol-disiilfid degisimi tarafindan
diizenlenmektedir. Bu sekilde GSH’1n sistein rezidiisiindeki -SH yan zinciri onun
fizyolojik ozelliklerinin bir kismin1 yerine getirir. Disiilfid olusumu iki elektron
oksidasyonunu iceren geri doniisiimlii bir siirectir. Biyolojide bu siirecte yer alan
elektron donor ve akseptorleri O,, nikotinamid ve flavin kofaktorler ile diger tiyoller
ve disiilfidlerdir. Reversibl tiyol-disiilfid degisim reaksiyonlar1 bir disiilfidin (S=S)
iki siilfiir atomundan birine bir tiyoliin niikleofilik saldiris1 ile meydana gelir (Sen,
1997).

Oksidatif stres kosullar1 altinda ROS GSH tarafindan indirgenirken, GSH
GSSG’ye yiikseltgenmektedir. Spontane oksidasyona karst nispeten direngli
olmasma karsin, GSH HO' ile ¢ok hizli ve non-enzimatik olarak reaksiyon
vermektedir. Ayni zamanda azot trioksit (N,O3) ve peroksinitrit (ONOO” ile de
reaksiyona girmektedir (Griffith, 1999). Bir kimyasal antioksidant olmasinin yaninda
GSH, peroksitlerin GPx araciligiyla enzimatik olarak indirgenmesini saglar ve bu
reaksiyon sonunda GSSG meydana gelir. Normal fizyolojik kosullar altinda GSSG,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)-bagimli bir enzim olan glutatyon
rediiktaz (GR; EC 1.6.2.4) tarafindan GSH’a indirgenir ve bu sekilde bir redoks
dongilisiic meydana gelir. Hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz kaldiginda
GSH/GSSG oraninda azalmalar meydana gelir. Intraselliiler GSSG miktar1 bir
oksidatif stres indikatorii olarak degerlendirilirken, GSH/GSSG orani hiicresel redoks
durumu hakkinda bilgi saglamaktadir (Cnubben ve ark., 2001).
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Tim bu gorevlerinin yani sira GSH, GSH konjugatlar1 olusturmak tizere toksik
bilesiklerle non-enzimatik veya glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) ailesi ile

enzimatik olarak reaksiyona girer (Anderson, 1998).

1.2. Glutatyon Redoks Dongiisii

Hiicrelerdeki redoks sistemi oksidasyon ile rediiksiyon arasindaki dengeyi
gosterir. GSH tampon sistemi hiicresel redoks degisimini diizenler. GSH redoks
sistemi transkripsiyonel aktivasyon igeren hiicresel metabolik siireglerin ¢ogunun
diizenlenmesinde 6nemlidir. Hiicreler aerobik metabolizma sirasinda siirekli olarak
ROS’u iiretildigi i¢in hiicresel redoks durumu hiicre yasaminin korunmasinda
onemlidir (Jefferies ve ark., 2003).

Glutatyonun bir¢cok pro-oksidant madde ile verdigi reaksiyonlar antioksidant
savunma meydana getirmesi bakimindan énemlidir ($ekil 1.2.). GSH, H,0; ile non-
enzimatik olarak reaksiyon vermezken HO' gibi karbon merkezli radikal tiirleri ile

GSH’1n reaksiyonu bir thiyl radikali olusmasini saglar (Reaksiyon 3):

GSH + HO — H,0 + GS 3)

Bu thiyl radikalinin bir GSH ile reaksiyonu glutatyon disiilfid radikali (GSSG~)
meydana gelmesini saglarken (Reaksiyon 4), olusan bu radikalde O, ile O, radikali

olusturacak sekilde reaksiyona girebilir (Reaksiyon 5):

GS + GSH — GSSG™ + H' (4)
GSSG™ + 0, — GSSG + 0, (5)

Olusan O,"‘1 SOD enzimi tarafindan H,O, ve O’ye doniistiiriiliir. Gézlenen bu
dort reaksiyonun net sonucu reaktif radikal tiirlerinin indirgenmesi ve hiicreler
tarafindan kolayca metabolize edilecek iirlinlere doniistiiriilmesidir.

Oksidatif strese karst GSH’in gorevi sadece pro-oksidantlar ile dogrudan

verdigi reaksiyonlarla sinirl degildir.
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GSH  hiicre i¢inde milimolar derisimlerde bulundugu i¢in ROS’un
temizlenmesinde in vivo olarak uygundur. GSH’in ONOO" ile reaksiyonu nitrik
oksitin tekrar olusmasi i¢in bazi nitrosotiyollerin (GSNO) olusumuna 6nciiliik ediyor
gibi goriinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonundan bagka, GSH, protein
agregatlarinin  olusumuna karsi, kompleks I aktivitesinin inhibisyonu ile
mitokondriyal diizensizliklerden, protein oksidasyonu ve 4-hidroksinonenal yan
tiriinlii lipid peroksidasyonuna karsi hiicreleri korumaktadir (Sekil 1.2.) (Bharath ve

ark., 2002).
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Sekil 1.2. Oksidatif stresten korunmada GSH’mm antioksidant
fonksiyonlariin sematik gosterimi (Bharath ve ark., 2002).

1.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidazlar oksidatif strese karsi savunmada kritik rol oynarlar.
GPx’ler selenyum-bagimli GPx’ler ve selenyum-bagimsiz GPx’ler olarak iki gruba
ayrilabilir.  Selenyum-bagimli  GPx’ler H,O, ve organik hidroperoksitleri
indirgeyebilir. Selenyum-bagimsiz olanlar H,O; i¢in inaktif olup sadece organik

hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizlerler (Cnubben ve ark, 2001).
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Sitosolik selenyum-bagimli GPx sitotoksik hidroperoksitlerin detoksifiye
edilmesi i¢in 6nemli bir enzim olup, hiicrelerde mitokondri matriksinde ve sitosolde
bulunmaktadir. GPx H,0;’yi iki molekiil H,O (Reaksiyon 6) ve bir molekiil
membran peroksitlerini (ROOH/LOOH) bir molekiil H,O ve alkole (ROH/LOH)

indirger (Reaksiyon 7):
H,0, +2GSH — 2H,0 + GSSG (6)
LOOH + 2GSH — H,0 + LOH +GSSG (7

Ayni inkiibasyon kosullar1 altinda GPx H,0O,, etil hidroperoksit, tert-
biitilhidroperoksit, kumen hidroperoksit, linoleik asit hidroperoksit, niikleotid ve
steroid tlirevi hidroperoksitleri yaklagik ayni1 oranda katalizler (Ahmad, 1995).

Aktif merkezinde selenosistein tasidigi bilinen dort tip GPx bulunmaktadir.
Bununla birlikte selenosistein tasimadigi halde sitosolik GPx ile %40’dan fazla dizi
homolojisi gdsteren en az iki protein daha vardir. Memelilerde sistein igeren ve
GPx’lere benzer bir yap1 gdsteren proteinler ve selenyum-bagimli GPx’lere ek olarak
selenyum-bagimsiz GPx aktivitesi de gozlenmektedir. Bu dort tip GPx’den ilk
kesfedileni ve sitosolik veya hiicresel GPx’de denen GPxI1’dir. GPx1 H,0:’i,
kolesterol ve uzun zincirli yag asiti peroksitlerini de i¢eren bir grup organik peroksidi
metabolize edebilmektedir. Bununla birlikte yag asitleri vermek iizere fosfolipaz A2
aktivitesi olmadan GPx1 fosfolipidlerdeki yag asiti hidroperoksitlerini metabolize
edememektedir. Genis bir peroksit grubunu substrat olarak kullanmasina karsin
indirgeyici substrat olarak GSH ig¢in spesifiktir.

Biitlin tlirlerde GPx1 her biri bir selenosistein rezidiisii tasiyan ve molekiil
agirligr 22-23 kD olan ve birbirine benzer dort alt iiniteden olusmus tetramerik bir
proteindir. Her bir selenosistein rezidiisiiniin komsu alt iiniteye olan yakinligi
enzimin aktif merkezinin tiim alt iinitelere yayildigin1 géstermektedir.

Glutatyon peroksidazin ikinci bir formu (GPx2) tetramerik olan ve sitosolde
bulunan gastrointestinal veya GPxG1’de denen formudur. Bu form GPx1 ile %65
amino asit dizi homolojisi gostermektedir. Her iki formda benzer substrat

spesifikligine sahiptir.
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GPx1’in kesfinden sonra uzun yillar boyunca plazmadaki GPx aktivitesinin
karaciger ve diger organlardan enzimin sizmasi nedeni ile oldugu diisliniilmekteydi.
Ustelik plazma GPx aktivitesi GPx1 ile aymi substrat spesifikligine sahiptir. Fakat
plazma GPx’i (GPx3) alyuvarlarn presipite eden GPx1 antikorlar1 ile reaksiyon
vermemektedir. GPx3 ekstraselliiler fonksiyon yapan bir glikoproteindir. GPx3 alt
tinitelerinin molekiiler agirhigr 23-25 kD’dur ve GPxI1 ile %40-50 dizi homoloji
gostermektedir. GPx3’li kodlayan mRNA bdbrekte 6zellikle proksimal tiibiillerin
epitelyal hiicrelerinde baskin olarak bulunmaktadir.

GPx4 veya fosfolipid hidroperoksit GPx dordiincii grup selenyum iceren GPx
olarak tanimlanmigtir. 20-22 kD agirliginda, diger GPx’lerin aksine monomerik
yapida olan ve fosfolipid hidroperoksidi substrat olarak kullanilan bir enzimdir.
GPx4 fosfolipid hidroperoksitlerin yaninda H,O,’yi ve olduk¢a genis diger
hidroperoksitleri substrat olarak kullanabilir. GPx4 GSH’la birlikte GPx1 ve
GPx2’de bulunmayan genis bir indirgeyici substrat spesifikligine sahiptir (Arthur,
2000).

1.2.1.1. Selenyum Tasimayan Glutatyon Peroksidazlar

Glutatyon S-transferaz ailesinin birgok iiyesi GPx aktivitesine de sahiptir. Bu
aktivite organik hidroperoksitlere karsidir ve H,O, substrat olarak kullanildiginda
Olciilememektedir. Glutatyon S-transferazlarin hidroperoksit substratlar i¢in K,
degeri GPx’lerinkinden daha yiiksektir ve transferazlar aldehitler ve diger potansiyel
oksidatif bilesiklerin konjugasyonunu iceren mekanizmalar ile oksidatif strese karsi

onemli rol oynamaktadirlar (Arthur, 2000).

1.2.2. Glutatyon Rediiktaz

Hiicresel GSH diizeyleri GSH’1n sentezi ve kaybi arasindaki bir steady-state
dengesini yansitmaktadir. GSH’1n sentezi de novo sentez yoluyla yapildigi gibi GR
enziminin katalizledigi GSSG’den GSH rejenerasyonu yoluyla da olmaktadir. Bu

reaksiyon de novo sentezine gore kantitatif olarak daha ¢ok On plana ¢ikmaktadir.
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GR normal kosullarda total GSH havuzunu baskin olarak rediikte formda tuttugu i¢in
GSSG ve GSH arasindaki redoks dongiisii hiicresel GSH diizeyleri lizerine genelde
onemli bir etki yapmamaktadir. Diger taraftan yiiksek diizeydeki oksidatif ve
nitrosatif stres durumunda o6zellikle GR aktivitesinin genetik bozukluklarla veya
kanser ilact olan 1,3-bis(2-kloroetil)-1-nitrozoiire (BCNU) gibi bir inhibitoriin
verilmesi ile azalmasi1 sonucunda GSH dengesi GSSG diizeyleri lehine hizli bir
sekilde degismektedir (Griffith, 1999).

Normal hiicrelerde GSH’in GSSG’ye oran1 (GSH/GSSG) oldukga yiiksektir,
bu nedenle hiicrede olusan GSSG’nin yeniden GSH’a indirgenmesi zorunlulugu

vardir. Bu indirgenme olay1 GR enziminin aktivitesi ile saglanmaktadir (Reaksiyon

8):

GR
GSSG + NADPH + H" ——— » 2GSH + NADP" (8)

Glutatyon rediiktaz her biri aktif merkezinde FAD igeren iki protein alt
tinitesinden olugsmaktadir. Enzimin katalizledigi reaksiyon sirasinda FAD NADPH
tarafindan indirgenir. Bundan gelen elektronlarda enzimin  aktif merkezinde
GSSG’nin iki sistein rezidiisii arasindaki distilfid bagina (-S-S) tasinir. Bu sekilde iki
-SH grubu olusurken GSSG iki GSH’a indirgenmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1999).

1.3. Ksenobiyotiklerin Detoksifikasyonu
Glutatyon genellikle hayvan ve bitki dokularinda pestisidler ve diger
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda da rol oynar. Organizmalarda birgok

ksenobiyotik GST tarafindan GSH ile konjugat olusturularak metabolize edilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999).

10
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1.3.1. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferazlar bazi aktivasyon reaksiyonlar1 disinda ¢ok genis bir
alandaki kimyasal gruplarmin detoksifikasyonunda yer alan bir multigen enzim
ailesidir. GST’ler elektrofilik substratlar {lizerine GSH’in niikleofilik atagini
katalizleyerek bunlarin hiicresel makromolekiiller iizerine olan reaktifliklerini
azaltmaktadirlar. Bu enzimler bitki, hayvan ve bakterileri kapsayan hemen tiim canli
tiirlerinde bulunmaktadirlar. Kiigiik bir mikrozomal GST ailesi ve GST kappa olarak
tanimlanan mitokondriyal bir GST disinda GST’lerin biiyiikk kismi ¢o6ziinebilir
enzimlerdir. Insanda ve rodentlerde karaciger total ¢dziinebilir proteinlerinin yaklasik
%4’inll olusturmaktadirlar. Kesin fizyolojik rollerinin tanimlanmamis olmasina
karsin af-ansatiire ketoprostaglandinler ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi endojen yag
asiti oksidasyonu iirlinleri belirli GST’ler i¢in substrat olmaktadirlar. Son zamanlarda
kesfedilen bir insan GST enzimi reaktif kinonlar ve endojen katekolaminlere karsi
yiiksek bir katalitik aktiviteye sahiptir ve bu nedenle beyindeki oksidatif doku
hasarina kars1 koruyucu bir rol oynamaktadir.

Coziinebilir formlar1 her bir alt {initesi yaklasik 25 kD agirliginda olan dimerik
proteinler halinde bulunmaktadir. Dimerik enzimin her bir alt {initesi iki farkh
fonksiyonel bolgeden olusan bir aktif bolgeye sahiptir. Fizyolojik substrat GSH’1n
baglandig1 bir hidrofilik G bolgesi ve yapisal olarak farkli elektrofilik substratlarin
baglanmas1 i¢in hidrofobik bir ortam saglayan komsu bir H bolgesi. G bolgesi
yiksek GSH spesifikligi nedeni ile biitiin GST’lerde oldukc¢a benzerdir; fakat H
bolgesi farklt GST’ler arasinda tamamen farkli olabilir ve oldukga genis bir subsrat

baglanma spesifikligine sahiptir (Eaton ve Bammler, 1999).

GST’ler;

GSH + R-X — GSR + HX (9)

seklindeki genel bir reaksiyonu katalizlemektedirler. Enzimin fonksiyonu:

11
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1. Proteinin aktif merkezinde hem GSH hem de elektrofilik substratin baglanmasi
ile GSH ile substratin yaklagsmasini saglamak,
2. GSH fiizerindeki siilfidril grubunu aktive ederek elektrofilik substrat {izerine

GSH’1n niikleofilik atagin1 saglamak (Eaton ve Bammler, 1999).

Glutatyon  S-transferazlar —merkaptiirik asit  biyosentezinin  baslangic
reaksiyonlarina aracilik etmektedirler. Merkaptiirik asit biyosentezi baslangicta GSH
konjugat1 ile baslayan ve sonra y-glutamil transpepdidaz (y-GT; EC 2.3.2.2)
tarafindan glutamik asitin uzaklagtirllmasi ile sonuglanan, sisteinil-glisin
konjugatinin olusumu ile devam eden birkag basamaktan olusmaktadir. Bu
reaksiyonu glisinin uzaklastirilmasi ile sisteinil S-konjugatinin yani pre-merkaptiirik
asitin olusumu izler. N-asetiltransferazlar tarafindan sisteinil S-konjugatinin
asetilasyonu -merkaptiirik asit olusumu ile sonuglanir (Leblanc ve Dauterman, 2000).

Cok sayida kimyasal GST’ler i¢in substrat olabilmektedirler. Bir ¢ok epoksit
karsinojen GST’ler tarafindan detoksifiye edilir ve spesifik izoformlarin
tanimlanmalarindaki  farkliliklar hedef organ ve tiirlerin duyarhliklarinin
belirlenmesinde Onemli olabilmektedir. Klorlanmis nitrobenzenler (1-kloro-2,4-
dinitrobenzen, CDNB; 1,2-dikloro-4-nitrobenzen, DCNB) hemen tiim GST’ler i¢in
uzun yillardir standart substratlar olarak kullanilmaktadirlar.

Substratlarin elektrofilik fonksiyonel merkezleri karbon, nitrojen veya siilfiir
olabilmektedir. Elektrofilik bilesik ve GSH’in sistein rezidiisii arasinda GST
tarafindan katalizlenen tiyoeter bagmin olusumu genellikle suda daha ¢ok
¢Oziinebilen ve daha az reaktif olan {irtinler olusturur. Bu nedenle GST reaksiyonlari
genellikle detoksifikasyon reaksiyonlaridir. Bununla beraber, etilen dibromid ve
metilen klorid gibi belirli haloalka(e)nler i¢cin GST aracilikli GSH konjugasyonu
oldukca reaktif ara bilesiklerin olusumunu saglayabilir, bu nedenle bu reaksiyonlar
aktivasyon reaksiyonlar1 olarak rol oynayabilirler (Eaton ve Bammler, 1999).

Glutatyon S-transferazlar herhangi bir 6n metabolik transformasyona gerek
duymadan organofosforlu (OP) bilesiklerle dogrudan reaksiyon vermektedir.
GST’nin OP bilesiklerle verdigi reaksiyonlari genel olarak bes gruba ayirmak
miimkiindiir. Reaksiyon 1 fosforoditiyoat ve fosforotiyolat’larin  O-alkil

konjugasyonlarin1 igerir,  azinphos-metil ve malathionun demetilasyonu ile
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metabolik detoksifikasyonu sirasinda meydana gelir. Reaksiyon II fosforotiyonat ve
fosfatlarin O-alkil konjugasyonunu igerir, metil parathion, metil paraokson, etil
parathion, etil paraokson, fenitrothion, diazinon, dichlorvos, bromophos,
chlorfenvinphos, mevinphos gibi bircok OP bilesigin detoksifikasyonu sirasinda
gerceklesmektedir. Bu reaksiyonda GST metoksi grubu igeren OP bilesiklere karsi
belirgin bir affinite gdsterirken, etoksi grubu igeren OP bilesikler i¢in bu metabolik
stirec hemen hemen 6nemsizdir. Ayn1 zamanda fosforotiyonatlarin fosfatlara gore
GST igin daha iyi substratlar olduklar1 da belirlenmistir. Metil parathion ve parathion
gibi baz1 fosforotiyonatlarin ve fosfatlarin katildigi Reaksiyon III O-aril
konjugasyonunu igerir ve bir p-nitrofenil grubunun ayrilarak S-p-nitrofenil glutatyon
olusturmak tizere GSH ile birlesme reaksiyonudur. Reaksiyon IV ve V
fosforotiyoatlarin ve fosfonatlarin O-aril konjugasyonunu igerir, insektisid EPN ve
bunun okson formlarinda gosterildigi gibi ayrilan bir aril radikaline veya fosforil
rezidiistine GSH’1n baglanmasini saglamaktadir.

Glutatyon S-transferazlar ile OP bilesiklerinin detoksifikasyonunda bazi
onemli noktalar bulunmaktadir. GST reaksiyonu igin iyi substratlar olan O-metil
fosforotiyonatlar O-etil grubu igerenlere gore memelilere daha az toksiktir; fakat
boceklere toksisiteleri hemen hemen aynidir. Memelilerde boceklere gore GST
aktivitesinin yliksek olmasi nedeniyle OP bilesiklerin toksisitesindeki farkliliklar bu
bilesiklerin GST ile detoksifikasyonundaki farkliliklara baglanmaktadir (Jokanovic,
2001).
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Sekil 1.3. Genel GSH metabolizmasinin sematik gosterimi (Bharath ve ark., 2002).

1.4. Glutatyonun Biyosentezi ve Yikimi

Glutatyon hiicre ig¢inde y-glutamilsisteinil sentetaz (y-GCS; EC 6.3.2.2) ve
glutatyon sentetaz’in (GS; EC 6.3.2.3) gorev aldig1 ardisik iki reaksiyonla sentezlenir
Reaksiyon 10 ve 11):

L-Glu + L-Cys + MgATP Y—>_GCS L-y-glutamil-L-sistein + MgADP + P; (10)
. o GS
L-y-glutamil-L-sistein + Gly + MgATP ——» GSH + MgADP + P; (11)

Sistein GSH sentezini sinirlandiran substrattir. Hiicre i¢i GSH hiicre disina
taginabilir; fakat normal kosullarda hiicre i¢ine 6nemli diizeyde alinmaz. GSH hiicre
disina ¢iktig1 zaman yapisindaki y-peptid bagi membran-bagimli ve aktif bolgesi bazi
hiicre ve organlarin dis ylizeyinde bulunan y-GT enzimi tarafindan pargalanir. Bu
enzim bobrek, koroid pleksus, lenfositler, safra kanali, silli yapilar, barsak ve

pankreasta bulunmaktadir. Bu reaksiyonun iiriinii bir y-glutamil amino asitidir.

14



1. GIRIS Petek PINER

Tasinmadan sonra y-glutamil siklotransferaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla
v-glutamil amino asiti glutamatin halkasal formu olan 5-oksopiroline doniistiiriiliir.
5-oksopirolinin halkasal yapisi 5-oksopirolinaz tarafindan acilarak glutamat
olusturulur. Siralanan son ii¢ enzimle birlikte bu biyosentetik yolda bulunan diger
enzimler y-glutamil dongiisiinii olustururlar. Transpeptidaz icin en iyl amino asit
akseptorlerinden biri sisteindir ve bu enzimin {iriinii de y-glutamilsistein’dir. Bu iiriin
bobrek hiicreleri gibi belirli hiicrelere taginarak sistein ve y-glutamata indirgenebilir.
Sistein GSH sentezi ya da diger hiicresel gereksinimler icin kullanilir. v-
Glutamilsistein GS tarafindan GSH sentezi i¢in kullanilabilir. Bu reaksiyon serisi
GSH biyosentezi icin alternatif yol ya da kurtarici yol olarak kullanilmaktadir
(Anderson, 1998).

1.4.1. y-Glutamilsisteinil Sentetaz

y-Glutamilsisteinil sentetaz gesitli kaynaklardan saflastirilmigtir. Escherichia
coli’de bulunan enzim klonlanmis ve tek polipeptid zincirinden olustugu
anlasilmistir. Memelilerden ilk olarak klonlanan enzim sigan bdbreginden elde
edilmis ve heterodimer yapida oldugu belirlenmistir. Memelilerde heterodimerik olan
bu enzim molekiiler agirlig1 yaklasik 73 kD ve biitiin substratlarin baglanma merkezi
olan katalitik olarak aktif bir agir alt {inite ve agir alt {initenin substratlar ve
inhibitorlere olan affinitesini diizenleyen yaklagik 31 kD molekiil agirliginda bir hafif
alt liniteden olugmaktadir. Her iki kaynaktan elde edilen enzim aymi reaksiyonu
katalizlemektedir ve benzer K,, degeri, turnover sayisi ve substrat spesifikligine
sahiptir, ayn1 oranda feedback inhibisyona ugrar. Insan, sican ve E. coli’de agir alt
tinite biiylik oranda homologdur.

E. coli ve siganda bulunan enzimler GSH tarafindan feedback inhibisyona
ugrar; fakat her ikisi de GSH’1n tiyol olmayan analogu optalmik asit (y-glutamil-o-
aminobiitirilglisin) tarafindan inhibe olmaz. Sican bobreginde bulunan enzim i¢in K;
degeri yaklasgtk 1.5 mM’dir. Bu inhibisyon glutamat ile non-allosterik ve
kompetitifdir. Fare bobreginde hiicre i¢ci GSH diizeyi yaklasik 4 mM gibi yiiksek bir
degere sahipken, bu deger glutamat i¢in yaklasik 3 mM’dir. Bu bulgular y-GCS’nin
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in vivo maksimal oranda ¢alismadigini gostermektedir. E. coli ve sigan bobregindeki
enzimler L-protiyonin-SR-siilfoksimin ve L-biitiyonin-SR-siilfoksimin (BSO) gibi
amino asit siilfoksiminlerin trans analogu olan maddeler tarafindan inhibe edilir.
Sican bobreginde bulunan enzimler sistamin, D-y-metilen glutamat, S-siilfosistein ve
S-stilfohomosistein, L-a-amino-4-okso-5-kloropentonat, D ve L-3-amino-1-kloro-2-
pentanon tarafindan da inhibe edilirken, E. coli enzimleri bu bilesiklerle inhibe
olmamaktadir. Bu calismalar enzimin aktif bolgesinde ya da aktif bolgesine yakin
yerde bir tiyol grubunun bulundugunu gostermektedir.

Sican bobrek enzimlerinin agir alt {initesi katalitik olarak aktiftir ve glutamat
icin Ky, degeri holoenzim’e gore yaklasik 13 kat daha yiiksektir. Hafif alt iinite
katalitik aktiviteye sahip degildir, fakat ayr1 olarak ¢ogaltildiginda ve agir alt iinite ile
karistirildiginda glutamat i¢in K, degeri hemen hemen normal diizeye ulagmaktadir.
Agir alt inite ve holoenzim, GSH tarafindan inihibisyona ugrar ve agir alt tinite GSH
inhibisyonuna karsi daha duyarlidir. Ayni zamanda agir alt {inite optalmik asit
tarafindan da inhibe edilir. Holoenzim ditiyotreitol ile muamele edildiginde optalmik
asit tarafindan inhibe olabilmekte, bu durum bir indirgenme basamaginin inhibisyon
icin gerekli oldugunu ve hafif alt {initenin diizenleyici fonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir (Anderson,1998).

Sican veya insan y-GCS enzimi bir alt liniteler aras1 disiilfid bag: ile stabilize
edilmektedir. GSH ve ditiyotreitol varliginda y-GCS dimerlerinin ayrilmamasi dimer
stabilitesinde non-kovalent giiglerin etkin oldugunu gostermektedir. Distilfid baginin
varligi veya yoklugunun substrat veya inhibitorlere karsi affiniteyi diizenledigi
diisiiniilmektedir (Griffith, 1999).

v-Glutamilsisteinil sentetaz enzimindeki alt {initelerin hidrofobik etkilesimlerle
bir arada tutuldugu belirlenmistir (Anderson,1998).

Steady state kinetigi, reaksiyonun herhangi bir {iriin olusmadan Once biitiin
substratlarin baglandig1 kuaterner bir kompleks igerisinde ilerledigini gdstermektedir.
Bununla beraber, kimyasal mekanizma, L- glutamat ve ATP’nin y-glutamil fosfat
olusturmak iizere sikica baglandigi, ilk basamak ve son iirlinii olusturmak iizere

olusan ara bilesigin L-sistein ile yaptig1 ikinci basamak seklinde iki farkli basamagi
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icermektedir. Her i1ki basamakda kinetik kuaterner kompleks igerisinde
gerceklesmektedir (Griffith,1999).

v-Glutamilsisteinil sentetaz glutamil bag1 i¢in spesifiktir ve agir iinitedeki Lys-
38 rezidiisli glutamatin baglanmasinda gorev almaktadir. y-GCS aktivitesi sigcanlar ve
insanda fizyolojik olarak su sekilde diizenlenmektedir.

1) GSH’in feedback kompetitif inhibisyonu: GSH’in inhibisyonu non-
allosteriktir, glutamat merkezine ve enzim iizerindeki bir bagka bdlgeye baglanmasi
ile gergeklesir. Tkinci baglanma bir metil grubu ile degil GSH’1n tiyol halkasi ile
etkilesimi seklindedir.

2) Yapitasi L-sistein amino asitinin kullanilabilirligi: insan ve sicanlarda
v-GCS’nin glutamat ve sistein i¢in K, degerleri sirastyla 0.1-0.3 mM’dir.
Intraselliiler glutamat derisimi y-GCS nin glutamat i¢in verdigi K,, degerinden birkag
kat daha ytksektir; fakat intraselliiler sistein derisimi enzimin sistein i¢in olan K,
degerine yakindir. Bu nedenle y-GCS aktivitesi ve intraselliiller sisteinin

kullanilabilirligi GSH sentez oranini etkileyen en énemli faktorlerdir (Lu, 1999).

1.4.2. y-Glutamil Transpeptidaz

Glutatyon bir¢ok hiicre tarafindan dogrudan alinamaz. Bu nedenle ilk olarak
GSH’1n yapitast olan amino asitlere hidrolize edilmesi gerekmektedir. Olusan amino
asitler hiicre membranindaki amino asit tastyici proteinler tarafindan hiicrelere
tagiabilir. y-Peptid bagi GSH’in proteazlara kars1i dayaniklilifini saglamaktadir.
GSH’1 pargalayabilen tek enzim y-GT dir. (Hanigan, 1998).

Aktivator veya inhibitorlerin varligi, pH gibi reaksiyon kosullarina, dondr ve
akseptor cesidine bagli olarak, y-GT y-glutamil halkasinin suya (hidroliz), bir
akseptore (transpeptidasyon) veya bir dondre (ototranspeptidasyon) transferini

katalizlemektedir (Reaksiyon 12-15) (Bluvshtein ve ark., 1999).

y-glutamil-NH-R + y-GT — [y-glutamil-GT] + R-NH, (12)
[v-glutamil-y-GT] + H,O — glutamat (hidroliz) (13)
[y-glutamil-y-GT] + R'-NH, — y-glutamil-NH-R' (transpeptidasyon) (14)
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[v-glutamil-y-GT] + y-glutamil-NH-R — y-glutamil-y-glutamil-NH-R
(ototranspeptidasyon) (15)

v-Glutamil transpeptidaz tek polipeptid zinciri olarak ribozomlarda sentezlenir.
Post translasyonel modifikasyon ile iki alt {initeye ayrilir ve bunlar glikolizlenir ve
siyalik asit rezidiileri eklenir. Protein hiicre ylizeyinde lokalize olur ve biiyiik alt
initenin amino ucundaki bir transmembran segmenti ile membranda catallanmig
olarak bulunur. Enzimin biitiin katalitik aktivitesi ekstraselliiler kisimda gelisir
(Hanigan, 1998).

Ekstraselliiler GSH’a etki ederek glutamat rezidiisiinii sistein, metiyonin, glisin

gibi diger amino asitlere transfer eder (Reaksiyon 16):

GSH + amino asit— y-glutamil amino asit + sisteinil-glisin (16)

Sisteinil-glisin dipeptidi hiicreler tarafindan alinarak hidroliz edilir. y-glutamil
amino asiti 5-oksoproline doniistiiriilir ve daha sonra glutamat amino asiti veya
glutamil-sistein dipeptidini olusturur.

Bu enzim GSH-ksenobiyotik konjugatlari, GSH ve GSSG iizerine etkilidir.
GSH ve GSSG i¢in transpeptidazin Ky, degeri mikromolar diizeydedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999). GSH ve GSH konjugatlar1 bu enzim i¢in hiicrelerde bol bulunan
fizyolojik substratlardir. Bir¢ok elektrofilik bilesigin GSH ile konjugasyonu bu
bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar. GSH konjugatlar1 aktif olarak hiicre disina
atilir. Bu bilesikler y-GT nin bulundugu proksimal tiibiillere gecerek bobreklerde
metabolize olurlar. y-GT ilk olarak GSH’daki y-glutamil grubunu kopartir. Bu
grubun koparltilmast GSH konjugatlarinin merkaptiirik asitlere doniisiimiiniin ilk
reaksiyonudur. Merkaptiirik asitler genellikle detoksifikasyon reaksiyonlar1 sirasinda
olusmaktadirlar.

Insan ve hayvanlarda y-GT viicuttaki bez ve kanallarin liiminal yiizeylerinde
sentezlenmektedir. Bobrek proksimal tiibiillerinin liiminal yiizeylerinde maksimum
derisimlerine ulagsmaktadir. GSH glomeriiller tarafindan alinmaz ve bu nedenle renal

tiibiillerden gecerken absorbe edilmesi gerekir. y-GT’nin inhibe olmasi idrarla
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ylksek oranlarda GSH atilmasina neden olmaktadir. y-GT aym1 zamanda testis
tiibiilleri, intestinal kriptler, pankreatik acini, safra kanallar1, prostat ve ter bezlerinde
de bulunmaktadir. Biitiin bu dokularda y-GT viicuttaki GSH’1n yapitas1 olan amino
asitlerin geri kazanim mekanizmasinin bir pargasi olarak gorev almaktadir (Hanigan,

1998).

1.5. Hiicresel Glutatyon Diizeyinin Azalmasi

Hiicresel GSH diizeylerinin azalmasi asetaminofen ve bromobenzen gibi bir¢ok
kimyasal ile yaygin bir sekilde calisilmistir. Bu calismalar agikca gostermektedir ki;
GSH-ksenobiyotik konjugatlarinin olusmasi sitosolik GSH diizeylerini azaltmakta ve
membran biitiinliglinlin kaybi, lipid peroksidasyonu ve artan GSSG diizeyleri ile
belirlenen oksidatif streste artislara neden olmaktadir (Reed, 2000).

Dokularda GSH diizeylerini azaltan faktorleri 3 grupta toplamak miimkiindiir:

1) Smurli GSH sentezi

2)  GSH kullanimindaki artig

3) Intraselliiler GSSG rediiksiyonundaki azalma

Hiicresel GSH diizeyleri oksidatif strese karsi olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle
ROS ve nitrojen tiirlerinin etkisinde hiicresel GSH diizeyleri hizla azalmaktadir.
GSH’in GSSG’ye oksidasyonu bu nedenle oksidatif stresin erken bir markir1 olarak
degerlendirilmektedir.

Glutatyon kullanimindaki diger 6nemli bir yol ilaglarin ve ¢evresel kirleticiler
gibi ksenobiyotiklerin metabolizmasidir. Bu nedenle deney hayvanlarina S-transferaz
reaksiyonunun bir substrati olan dimetilmalat enjeksiyonu ile GSH eksikligi olan
hayvanlar hazirlanabilmektedir. Hayvan ¢aligmalar1 kan plazmasi, akciger sinir sivisi
ve ince barsak liimenindeki GSH havuzlarimin kimyasal toksisitesine karsi
korunmada oOnemli bir rol oynadigini gdstermistir. Bu havuzlardaki GSH
ekstraselliiler olarak kimyasallarin detoksifikasyonunu saglar, hiicrelere GSH ve
yapitaslarini saglar ve hasara karsi plazma membranini korur.

Daha oncede belirtildigi gibi GSSG’nin GSH’a indirgenmesi hiicre icinde GR

tarafindan katalizlenmektedir. GR mitokondriyal matrikste ve sitosolde yer
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almaktadir. GR aktivitesi kofaktor olarak esdeger miktarda NADPH’ye gereksinim
duymaktadir. Hiicrede NADPH {iretimini siirlayan faktérler GSSG’nin GSH’a
indirgenmesinde diizensizlikler yaratir ve GSSG akiimiilasyonuna neden olur.
Akiimiile olan GSSG hiicrelerden disar1 atilir. GSSG’nin hiicre disina atilmasinin bir
sonucu olarak hiicrede GSH rejenerasyonu i¢in gereken substratlarin orani belirgin
bir sekilde azalir. Hiicresel NADPH stoklarimi azaltan kosullar glukoz
metabolizmasindaki diizensizlikler ve oksidatif stres gibi olaylardir. Oksidatif stres
durumunda NADPH’nin hizla okside oldugu bilinmektedir. Dokularda oksidatif stres
acik bir sekilde intraselliiler GSH/GSSG oranini azaltmaktadir.

Hiicre i¢indeki GSH sentezi GSH diizeyinin kendisi tarafindan diizenlemektir.
Bu nedenle intraselliller GSH diizeyleri GSH orani i¢in bir siir faktorii olarak
tamimlanmaktadir. Intraselliiler GSH diizeyini smirlayan en genel faktér y-GCS’nin
aktivitesini sinirlayan substrat olan sisteinin kullanilabilirligidir. Sistein indirgenmis
formunda stabil degildir. Bu nedenle insanda dolagimda ve hiicre kiiltiirlerinde biiyiik
oranda sistin formunda bulunmaktadir (Sen, 1997).

Glutatyon biyosentezinde genetik hastaligi bulunan kisilerin hiicrelerinin
kullanilabilmesine ve bunun bazi c¢alismalarda yararli olmasina karsin, GSH
eksikliginin dogast heniiz anlagilamamistir. Bircok dokuda GSH metabolizmasi
dinamiktir ve bu nedenle GSH eksikliginin etkileri {izerine yapilan in vivo ¢aligmalar
son zamanlarda ilgi ¢ekmektedir. Diamid, phorone, dietilmalat, t-biitilhidroperoksit
gibi non-spesifik bilesikler GSH diizeyini azaltmak {izere kullanilmislardir, fakat
boyle bilesikler hiicrelerde non-spesifik oksidasyona ve diger etkilere neden
olmaktadirlar. Bu nedenle hiicresel GSH’1n azaltilmas1 i¢in spesifik yontemler tercih
edilmektedir (Anderson, 1998).

Hiicresel GSH diizeyleri y-GCS’nin inhibe edilmesi ve bununla birlikte GSH
kullanimini arttiran reaksiyonlarin birlikte kullanilmasi ile azaltilabilir. Bu modelde
GSH’1n azalma oran1 GSH’1n kullanimina bagli olarak ve dokudan dokuya farklilik
gostermektedir. En yaygin olarak kullanilan inhibitor sistein analogu bir bilesik olan

BSO’dur (Sekil 1.4.). iki diastereoizomer olarak ticari formlarda bulunmaktadir.
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Sekil 1.4. y-GCS’ye subsrat ve inhibitdrlerin baglanmasi (Griffith, 1999).

Hem L,S hem de L,R-diasterecoizomerleri baglanma merkezi analogu olarak
v-GCS’ye baglanmalarina karsin, sadece L-biitiyonin-S-siilfoksimin mekanizma
temelli bir inhibitordiir. L-biitiyonin-S-siilfoksimin, L-biitiyonin-S-siilfoksimin fosfat
olusturmak ftizere siilfoksiminin azot atomunun fosforilasyonu ile ATP’ye baglanir.
Mg-ATP varliginda bu iiriin ¢ok siki baghidir, fakat y-GCS’nin aktif merkezinde bag
non-kovalenttir. Hiicrelerin Mg-ATP icermeleri nedeniyle BSO, in vivo veya in
vitro kullanildiginda irreversibl bir inhibitor olarak degerlendirilmektedir (Griffith,
1999).

Hiicrelere BSO uygulanmasi radyasyon, mefelan, siklofosfamid, civa iyonlari,
kadmiyum iyonlari, cisplastin etkisinde hasara neden olmaktadir. Insan lenfositleri ve
T hiicreleri BSO etkisinde daha uzun siire aktive olamamaktadir. Neonatal
kemiricilerde BSO etkisinde katarakt olusmaktadir. Farelerde uzun siire BSO etkisi
ile GSH eksikligi meydana gelmektedir. Mitokondri kendi GSH’n1 sentezleyemedigi
icin intraselliiler GSH’1 kullanir. Burada elektron transport sistemi yogun bir sekilde
faaliyet gosterir ve bu sirada bazi ROS sistemden sizmaktadir. Mitokondri katalaz
icermedigi i¢cin ROS toksisitesine karst GSH ile non-enzimatik olarak ya da GPx ile
korunmaktadir. Uzun siiren BSO etkisinde GSH diizeyi azaldig1 zaman mitokondri
ve hiicreler vakuol igermekte ve endojen oksidatif stres modelini olusturmaktadir. Bu
tiir mitokondri hasar1 iskelet kasi, jujenum, kolon, akciger tip 2 lameler hiicrelerinde

goriilmektedir. Bu tiir oksidatif hasar GSH esterleri ve askorbat gibi maddelerin
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kullanilmas1 ile onlenebilir. GSH eksikligine model olarak BSO’nun kullanilmas1
bazi GSH fonksiyonlarinin agiklanmasinda ilging c¢alismalar {iiretmekte ve
intraselliller GSH diizeyini artirmak i¢in hazirlanan test terapileri i¢in model

olabilmektedir (Anderson, 1998).

1.6. Hiicresel Glutatyon Diizeyinin Arttirilmasi

Hiicresel GSH diizeylerinin arttirilmast GSH diizeylerinin azaldig1 kosullarda
yararli olabilmektedir. Hiicre GSH diizeylerinin arttirilmas1 iki  sekilde
basarilabilmektedir:

a) Hiicrelere eksojen olarak sentezlenen GSH’1n dogrudan ulastiriimast ile

b) GSH sentezinin artirilmast ile.

Glutatyon hiicrelere ince barsak hiicreleri disinda etkili bir sekilde tasinamaz ve
cogunlukla hiicre disinda pargalanir. Bu parcalanma iiriinleri GSH’1 olusturan amino
asitler olup hiicre iginde GSH’1n de novo sentezi i¢in substrat olarak kullanilabilirler.
GSH verilmesi karaciger, iskelet kasi, akciger, bobrek, kalp gibi organlarin dokulari
icin kullanigh degildir.

Hiicresel GSH depolariin direkt olarak arttirilmast GSH esterleri uygulanarak
da basarilabilir. GSH monoglisil ester ve GSH dietil ester gibi GSH esterleri bu
amagla kullanilmaktadir. GSH hidrofiliktir ve membranlardan gecemez. Fakat GSH
esterleri lipofiliktir ve membranlardan gegebilirler. Ancak dokularda GSH havuzunu
arttirmak icin bu tiir esterlerin kullanilmasi da bazi simirlamalar vardir. GSH
monoesterlerinin metal iyonu kontaminasyonu bu bilesiklerin GSH saglayici ajanlar
olarak gbrev yapma kapasitesini 6nemli diizeyde azaltir. GSH dimetil ester gibi GSH
esterlerinin bilinen formlar fareler icin toksik olabilmektedir. Metil, etil, izopropil ve
n-propil gibi GSH monoesterleri de hazirlanmaktadir. Hidrolizleri sonucu olusan
alkollerin diislik toksisiteye sahip olmasi nedeniyle GSH monoesterler ve GSH
monoisopropilesterler daha c¢ok tercih edilmektedir. Bazi GSH esterleri plazmada
esteraz aktivitesi ile ester formu bozularak hiicre membranlarindan gegme

yeteneklerini kaybetmektedirler.
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N-asetil-L-sistein (NAC; 2-merkapto-propionil glisin) GSH 0Onciisii olarak
aragtirtlmistir. NAC’nin ROS’u detoksifiye edebilme 06zelligine ilaveten sistein
saglayict bir ajandir. Hiicre icine girdikten sonra sistein olusturmak iizere hizli bir
sekilde hidrolize olur. Ancak N-asetil-D-sistein ve NAC’nin okside distilfid formu
bir¢cok dokuda deasetile edilemez. Okside NAC, sistein olusturmak {izere hidrolize
ugramadan oOnce disiilfid bag1 koparilmalidir. NAC klinikte mukolitik ajan olarak
kullanildig1 i¢in insandaki kullanimi digerlerine gore daha giivenli goriinmektedir.
NAC’nin intestinal mukoza ve intestinal Ilimendeki deasetilasyonu oral
kullanilabilirliginin belirlenmesinde 6nemlidir. NAC ile ilgili farmakokinetik ve
metabolik  ¢aligmalar oral kullanilabilirliginin %10 civarinda  oldugunu

gostermektedir (Sen,1997).

1.7. Test Organizmasi

Bu c¢alismada materyal olarak bir balik tiirli olan Oreochromis niloticus
secilmistir. O. niloticus nehir, gol, atik su ve sulama kanallart gibi tath su
habitatlarinda yasayan tropikal bir tlirdiir. Sicaklik ve pH toleransi genistir, omnivor
olarak beslenir. Insanlar tarafindan besin olarak tiiketildigi igin ticari Sneme sahiptir
(http://www fishbase.org).

Su, yasam ortamlarini olusturdugu ic¢in baliklar kontaminantlarin dogrudan
etkisinde kalmaktadir ve bu maddeler hakkinda erken uyar1 saglamalar1 bakimindan
onemlidir. Baliklarla yapilan ¢alismalar, kontaminantlarin biyoakiimiilasyon ve
biyomagnifikasyon yoluyla insan besin zincirine girerek yapacaklar1 zararlar
hakkinda bilgi saglamaktadir (Fabacher ve Little, 2000).

Baliklarin  kontaminantlara vermis oldugu fizyolojik yanitlar yiiksek
omurgalilarin bu bilesiklere verecekleri yanitlar hakkinda bilgi verici olmaktadir
(Fabacher ve Little, 2000). Baliklarla ilgili arastirmalar, baliklarla memelilerin
oksidatif strese karst benzer toksikolojik ve adaptif yanitlar verdigini gostermistir,
baliklar oksidatif toksisite mekanizmasinin anlagilmasinda model organizmalardir

(Kelly ve ark., 1998). Calismalar baliklardaki bazi enzimlerin ve antioksidant
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bilesiklerin kirleticilerin biyomarkirlar1 olarak kullanilabilecegini gdstermistir
(Intorre ve ark., 2004).
Pestisidler akuatik organizmalarda oksidatif strese neden olan baglica

kontaminantlar arasinda yer alir.

1.8. Pestisidler

Pestisidlerin ¢ogu akuatik yasam icin oldukca tehlikelidir. Akuatik
ortamlardaki pestisid kirliligi yagmur sularinin bu bilesikleri tarimsal alanlardan
akuatik ortamlara tasimasi ile oldugu kadar, pestisid spreylerinin hava kosullarina
bagli olarak bu ortamlara tasgmmmas: ile de olmaktadir. Ayni zamanda evsel ve
endiistriyel uygulamalardan sonra ylizey akintilar1 ve drenaj kanallar1 araciligi ile de
nehirlere veya gollere ulasmaktadir (Birgham, 2005).

Giintimiizde kullanilan pestisidlerin biiyiik bir kism1 OP, karbamath ve sentetik
piretroid bilesiklerdir. OP pestisidler 1930°1lu yillarda Almanya’da kimyasal savas
ajanlar olarak iiretilmistir. Cevrede hizli degradasyon ozellikleri nedeniyle diinya
capinda en yaygin olarak kullanilan insektisid grubu olmusdur. Bu 6zelligin 6nemli
bir avantaj saglamasina karsin, genellikle hedef organizma spesifiklikleri ¢ok
diisiiktiir ve hedef olmayan bir¢ok omurgali ve omurgasiz tiiriine kars1 yiiksek akut
toksisiteye sahiptir. Bu nedenle bircok karasal ve akuatik organizma ¢evredeki bu
bilesiklerin etkisi ile zehirlenme riski altindadir (Fulton ve Key, 2001). OP pestisidler
cok diisiik derisimlerde (ng) akuatik omurgali ve omurgasizlarda toksik etkiler
olusturabilirler. Ozellikle baliklar OP toksikantlara kars: ¢cok duyarlidirlar (Hai ve
ark., 1997).

1.8.1 Organofosforlu Pestisidler
Organofosforlu pestisidler genellikle insektisid olarak kullanilmakla birlikte bir

kismi herbisid olarak kullanim bulmaktadir. Fosfor i¢ceren bu pestisidlerin biiyiik bir

kismi fosforik veya tiyofosforik asitlerin ester, amid veya tiyol tiirevleridirler.
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Oksijen veya siilfiir atomlarinin konfigiirasyonlarina bagli olarak OP bilesikleri 6 ana

gruba ayirmak miimkiindiir (Maroni ve ark., 2000) (Sekil 1.5.).

RO L4 ]
R,0 0 RO 5 1
P P i
R0 0-X Ry0 0-X L 5-X
FosTatlar O-Foslorotiyoatlar S-Fosforotivoatlar
R0 5 By 05 R0 o
P P r
RO 5-X Rz0 0-X R0 N-X
Fosforoditiy oatlar Foslonatlar Fosforamidatlar

Sekil 1.5. Organofosforlu pestisidlerin ana gruplarinin genel yapisal formiilleri
(Maroni ve ark., 2000).

Organofosforlu pestisidler solunum, gastrointestinal, okiiler ve dermal olmak
lizere c¢esitli yollar ile viicuda girebilirler (Kwong, 2002). OP bilesiklerin
absorbsiyon hizlar1 temas siiresine, bilesigin lipofilitesine ve bilesigi tasiyan ¢oziicii
tipine baglh olarak degismektedir. Fenthion, diazinon, parathion ve bromophos gibi
fosforotiyoatlar dichlorvos gibi fosfatlardan daha lipofilik olup yag dokusunda
fazlaca birikirler. Bunlar viicuda girdikten sonra yag dokusu, karaciger ve bobrekte
hizla dagilir ve birikebilirler. OP bilesikler genelde lipofilik olduklarindan kan-beyin
engelini de rahatlikla gegebilmektedirler (Vale, 1998). Toksik metabolitleri ya da
orjinal formlarinda depolanabilen OP bilesiklerin yag dokusunda depolanmalar1 bu
bilesiklerin yagda ¢oziiniirlik oranlarina baghdir (Jokanovic, 2001). Molekiillerin
lipofilitesi karbon zinciri uzunlugunun ve suda ¢oziiniirliiklerinin belirlenmesi ile
oOlgiilebilir. Eger molekiil suyu tercih ediyorsa hiicre lipidlerinde birikme olasiligi
yoktur, eger organik solventleri tercih ediyorsa lipidlere baglanma egilimindedir.
Oktanol su partisyon katsayisi (Kow) bilesiklerin lipofilikliklerinin ifadesi olup,
toprak ve sediment partikiillerine nasil baglandiklarinin anlagilmasinda kullanilan bir
parametredir; ancak bundan daha da Onemlisi kimyasallarin bitki ve hayvan

dokularinda membranlardan gecebilirliklerinin belirlenmesinde kullanilmasidir. Bu
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katsay1r 3’den biiylik ise kimyasal 6zellikle yag gibi organik maddelere baglanma
egilimindedir ve besin zinciri yoluyla artarak birikebilir (Shaw ve Chadwick, 1998).
Organofosforlu bilesikler viicuda absorbe olduktan sonra biyotransformasyon
reaksiyonlarina ugrarlar. Biyotransformasyon reaksiyonlari ilk olarak bunlarin daha
polar konjugantlara doniistiiriilmesini igerir. OP bilesiklerin aktivasyonu inaktif OP
bilesiklerin aktif bilesiklere ya da aktif OP bilesiklerin diger aktif bilesiklere
doniislimiinii iceren metabolik transformasyon olarak tanimlanabilir. Detoksifikasyon
ise OP  bilesiklerin toksik olmayan metabolitlere donlisimiinii igerir.
Detoksifikasyon ve degradasyon viicutta OP bilesiklerin metabolizmasinda en
onemli reaksiyonlardir ve bu bilesiklerin aktivasyonu detoksifikasyonla sonuglanir.
OP bilesiklerin metabolik detoksifikasyonlar1 genellikle negatif yiikli fosfor
gruplarindan birinin koparilmasi ile gerceklesir. Fosfor gruplarindaki bu negatif yiik
OP bilesiklerin antikolinerjik ajan aktivitesine izin vermez. Detoksifikasyon sonucu
olusan metabolitlerin antikolinerjik etkileri daha diisiiktiir ve bu metabolitler ayni
zamanda idrar yoluyla uzaklastirilabilen suda c¢oziiniir bilesiklerdir (Jokanovic,

2001).
1.8.1.1. Fenthion

Fenthion 1960 yilinda Bayer firmast  tarafindan  gelistirilmis
(www.abcbirds.org) O-fosforotiyoat grubu (Pehkonen ve Zhang, 2002) OP bir
insektisid ve avisiddir (Mullie ve ark., 1999). Fenthionun log K, degeri 4.02’dir ve
oldukea lipofilik bir bilesiktir (Pehkonen ve Zhang, 2002).

Molekiiler agirligi: 278.3

Kimyasal Formiilii: O, O-Dimethyl-O-(4-methylthio-m-tolyl) phosphorothioate

Kapal1 Formiilii:

S
1l
CH,0-P-0 SCH;
CH;0
CH;
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Sinonimleri: Baytex, Lebaycid, Queletox, Tignvon, OMS—2

Fiziksel 6zellikleri: Saf madde renksiz ve hemen hemen kokusuzdur. Teknik
materyal %95-98 safliktadir, hafif sarimsak kokulu, kahverengi ve yagl bir sividir.

Kaynama noktasi: 0.01 mmHg’da 87°C

Coziiniirliigii: 20°C suda 54-56 ppm, gliserid yaglar1 ve bir¢ok organik
¢oziiclide ¢coziinebilmektedir.

Stabilitesi: 160°C’ye kadar stabil, 1518a ve alkalin hidrolizine kars1 direnclidir.

Buhar basmci (Uguculugu): 20°C’de 4x10° mmHg, diisik buhar basincina
sahip olmasina karsin az miktarda ugucudur (WHO, 1976).

Endokrin disrupter bilesikler balik populasyonlarinda biiylime ve iireme
bozukluklari, gelismenin degismesi ve anormal davranislar ortaya ¢ikmasina neden
olan kimyasallardir. Baliklarda bu bilesiklerin baz1 spesifik etkileri hormon
biyosentezi, metabolizmasi, biyokullanmilirh§1 veya transportunda degisimler
meydana getirmeleridir (Van Der Kraak ve Lister, 2002). Fenthion antiandrojenik
etkiye sahip bir endokrin disrupter bilesiktir. Fenthion dihidrotestosteronun
androjenik aktivitesinin bir antagonisti olarak rol oynamaktadir ve aktivitesi
flutamide etkisi ile ayn1 diizeydedir. Fenthionun bu etkisi en énemli metaboliti olan
fenthion siilfokside doniismesi ile sona ermemektedir (Kitamura ve ark., 2003).

Fenthionun N-bromosiiksinimid ile oksidasyonunda dort farklt oksidatif
metabolit meydana gelmektedir. Bunlar fenthion izomer, fenthion okson, fenthion
stilfoksid ve fenthion okson siilfoksiddir (Sekil 1.6.) (Lacorte ve ark., 1997).
Fenthionun bitki ve hayvanlarda biyotransformasyonu ile bes Onemli metabolit
olusur. Bunlar; fenthion siilfoksid, fenthion siilfon, fenthion okson, fenthion okson
stilfoksid ve fenthion okson siilfondur (Cabras ve ark, 1991). Fenthionun Carassius
auratus’da fenthion siilfokside yiikseltgendigi ve bu siilfoksidin tekrar ana fenthiona
indirgendigi, ancak fenthion ve fenthion siilfoksidden fenthion siilfonun baliklarda
olusamadigi, fenthion siilfoksidin, fenthiondan daha kolay atildigi ve fenthionun
fenthion siilfokside doniisiimiiniin bu pestisidin balik dokularindaki akiimiilasyonun
da Onemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Kitamura ve ark., 2000). OP
bilesiklerin oksidasyon iirlinleri toksisitesi yiiksek antikolinesteraz bilesiklerdir

(Jokanovic, 2001). Fenthion baliklarda fenthion oksona desiilfiire edilebilmektedir
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ve fenthion okson kuvvetli asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) inhibitorii olarak

etki gosterir (Kitamura ve ark., 2000).
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Sekil 1.6. Fenthionun N-bromosiiksinimid ile oksidasyonu sonrasi olusan

degradasyon {iriinlerinin sematik gosterimi (Lacorte ve ark.,
1997).

1.9. Kolinesterazlar

Organofosforlu pestisidler AChE ve butirilkolinesteraz’t da (BChE; EC
3.1.1.8) iceren karboksilik ester hidrolazlarin kuvvetli inhibitorleridirler (Kwong,
2002). Bu enzimler ndrotransmitter asetilkolinin (ACh) sinaptik yariklardan hidroliz
yolu ile uzaklastirilmasini saglayan enzimlerdir. ACh simpatik sinir sisteminin bir
preganglionik transmitteri olarak ve parasimpatik sinir sisteminde bir preganglionik
ve postganglionik transmitter olarak da islev yapmaktadir. Merkezi sinir sisteminin
kritik bolgelerinde bir uyarici transmitter olarak fonksiyon gosterir. OP bilesiklerin
baglanmasi1 ile sinir sinapslarinda ACh birikimi meydana gelir ve normal sinir
sistemi fonksiyonu engellenir. Bu durum paralizi takiben istemli kaslarda kasilmalara

neden olmakta ve yiiksek doz etkisinde canlinin 6liimii ile sonuglanmaktadir.
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Kolinesterazlar iki biiyiilk gruba ayrilirlar, bunlar AChE ve BChE’dir.
Baliklarda beyin ve kas dokusu biiyiik oranda AChE igerirken karaciger ve plazma
daha ¢cok BChE igcermektedir. Bununla beraber bazi balik tiirlerinde kas dokusunda
onemli diizeyde BChE aktivitesinin oldugu belirlenmistir (Fulton ve Key, 2001).
AChE’nin asil fizyolojik fonksiyonu sinir impulslariin iletimi sirasinda kolinerjik
sinapslarda aracilik eden ACh’nin yikilmasidir. BChE’nin rolii heniiz tam olarak
belirlenememistir, bununla birlikte gorevinin dokularda AChE tarafindan
temizlenemeyen ACh’i uzaklastirmak oldugu diistiniilmektedir. Fazla miktarda ACh,
AChE’nin inhibisyonuna neden olmakta ve BChE aktivitesini arttirmaktadir. Bu
nedenle doku ACh diizeyi yiiksek oldugunda BChE aktivitesi ACh’nin yikilmasinda
daha etkili olmaktadir. Baliklarda her iki ChE aktivitesi arasinda bir iligki
bulunmakta, beyin ve plazmada BChE aktivitesi sadece AChE aktivitesi yliksek
diizeyde olan tiirlerde 6l¢iilebilmektedir (Chuiko ve ark., 2003).

Asetilkolinesteraz diger kolin esterlerine gére ACh’yi olduk¢a hizli bir sekilde
hidrolize ederken butirilkolin iizerine etkili degildir. BChE ise substrat olarak
butirilkolini kullanmasina karsin ACh ve diger kolin esterlerini de iyi bir sekilde
hidrolize etmektedir. Her iki enzimde selektif inhibitorlere sahiplerdir. BW284c¢51 ve
GD-42 AChE i¢in, iso-OMPA, diisopropil fosforofloridat (DFP), GT-106 ve
etopropazin BChE i¢in spesifik inhibitorlerdir (Chuiko, 2000).

Asetilkolinesteraz norotransmitter ACh’nin oldukga hizli bir sekilde hidrolizini
saglayan en etkili enzimlerden biridir. ACh bir enzim ara bilesigi olusturmak iizere
AChE’nin aktif merkezindeki 203 no’lu serin rezidiisiiniin hidroksil grubuna
baglanir. Bu ara bilesigin yikilmasi aktif enzimin rejenere olmasini saglar ve bu
sirada ACh hidrolize edilmis olur. OP bilesiklerin toksik etkilerinin molekiiler
mekanizmasi, enzimin ayni rezidiisiiniin fosforilasyonuna ve AChE-OP ara
bilesiginin olusmasina dayanmaktadir (Sekil 1.7.). Fosforile olan enzim ¢ok daha
stabildir ve aktif enzimin rejenerasyonu ve hidroliz reaksiyonu ¢ok daha yavastir.
Baz1 fosforile enzimlerin rejenerasyon oranlar1 o kadar yavastir ki enzim neredeyse
inaktif durumdadir. Bununla beraber, fosforile enzimlerden bazilar1 aktif enzime
rejenere olmadan once ilk 24-48 saat i¢inde bir alkil grubu kaybedebilirler. Bu siirece

enzimin “eskimesi” (aging) denir. Eskimis bir enzim kalic1 olarak fosforile halde
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kalir. Spontan hidroliz ile veya bir oksim bilesiginin verilmesi ile de rejenere

edilemez.
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Sekil 1.7. AChE’nin organofosforlu bilesiklerle inhibisyon mekanizmasi
(Kwong, 2002).

Genelde OP bilesiklerin AChE enzimine affinitelerini, hidroliz zamanini ve
enzimin rejenerasyonunu yan gruplarinin kimyasal yapilar1 belirlemektedir (Kwong,
2002).

Organofosforlu bilesikler AChE’nin direkt ve indirekt inhibitorleri olarak
gruplandirilabilir. Bu siniflamada direkt inhibitorlerde semptomlar kisa zamanda
gozlenirken, indirekt inhibitérlerde daha yavas ve daha uzun siirelidir. Direkt
inhibitorler viicuda alinmalarindan sonra herhangi bir metabolik aktivasyona gerek
olmadan etkinliklerini gosterir. Indirekt inhibitérler ise etkinliklerini gdstermek igin
canlida doniisiime ugramak zorundadir. Fosforotiyoatlar gibi tiyono OP (P=S)
bilesikleri AChE’nin direkt inhibitorleri olarak islev géremezler, oksijen analoglarina
doniismeleri, yani P=S grubunun P=O’ya oksidasyonu ile aktivasyonlari
gerekmektedir. Reaksiyon mikrozomlarin NADPH-bagimli karma fonksiyonlu
oksidazlarindan bir enzim grubu tarafindan katalizlenir. Karacigerin bu reaksiyonun
gerceklestirildigi en 6nemli organ olmasina karsin biyoaktivasyon beyin gibi diger
dokularda da meydana gelmektedir (Maroni ve ark., 2000).

Asetilkolinesteraz inhibisyonunu izleme ¢aligmalar1 OP insektisid etkisinin bir
gostergesi olarak tathi su ekosistemlerinde yaygin olarak siirdiiriilmektedir. Bir¢ok
OP bilesigin c¢evredeki miktarlarinin analitik kimya teknikleri kullanilarak
belirlenmesine karsin, ¢gevrede AChE’nin izlenmesi analitik kimya ¢alismalarina gore

belirgin avantajlara sahiptir. Oncelikle AChE inhibisyonu OP bilesiklerinin
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toksisitesinde ana mekanizmadir. Bu nedenle biyomarkir etkisi bu bilesiklerin toksik
etki mekanizmalar1 ile dogrudan iligkilendirilebilir. Cevrede Onemli AChE
inhibisyonlar1 6l¢iildiiglinde bu durum sadece organizmanin etkide kaldig1 seklinde
degerlendirilmez, ayn1 zamanda hedef merkezde fizyolojik etki olusturmak iizere
bilesigin yeterli derisimlere ulastigini da anlatmaktadir. Bununla beraber OP
bilesiklerin biiylik bir kismi1 ¢evrede hizli bir sekilde yikima ugrarlar ve gevresel
orneklerdeki derisimleri birka¢ saat ile birka¢ giin arasinda hizla belirlenme
diizeylerinin altina diiser. Bir¢ok tiirde AChE inhibisyonu ise giinlerce ve haftalarca

kalicilik gosterir (Fulton ve Key, 2001).

1.10. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu ¢ok 1yi tanimlanmis bir hiicresel hasar mekanizmasi olup
doku ve hiicrelerde oksidatif stresin bir indikatorii olarak kullanilmaktadir (Dorval ve
ark., 2003).

Hiicreyi ve mitokondri, lizozom ve peroksizom gibi organelleri saran
membranlar yan zincirlerinde fazla miktarda poliansatiire yag asitleri (PUFA) igeren
yapilardir. PUFA iki veya daha fazla karbon-karbon ¢ift bag igeren yag asitleridir.

Hayvan hiicrelerinin membran lipidlerinin yag asiti yan zincirleri dallanmamis
karbon zincirlerine ve esit sayida karbon atomlarma sahiptir. Bu say1 genellikle 14-
24 arasinda degismektedir.

Membran akiciligr ansatiire ve PUFA’nin varhi§ina baghdir ve bu o6zelligi
membranin diizgiin islev gormesi i¢in ¢ok Onemlidir. PUFA’nin zarar gdrmesi
membran akiciliginin azalmasina neden olmaktadir, bu da biyolojik membranlarin
islevlerini bozmaktadir. Lipoproteinler bu siiregte oksidatif hasarin hedef
molekiilleridirler.

Lipid peroksidasyonun baglamasina lipidlerdeki metilen (-CH,) grubundan bir
hidrojen atomunun uzaklastirilmasi neden olmaktadir. Cifte bag icermeyen ya da bir
cifte bag iceren yag asitleri PUFA’dan daha dayaniklidir, fakat PUFA yan zincirleri

bircok membranda ve lipoproteinlerde bulunmaktadir.
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Komsu bir ¢ifte bag, yakinindaki bir karbon atomuna bagli hidrojen
atomlarinin (allilik hidrojenler) baglanma enerjilerinin azalmasina neden olur ki bu
durum o&zellikle -CH, grubunun her iki tarafinda da ¢ifte bag varsa (bis-allilik)
onemlidir. PUFA/PUFA c¢iftinin pH 7’de indirgeme potansiyelinin yaklagik 0.6 V
oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle HO', HO,, RO" ve RO, radikallerinin hi¢
olmazsa termodinamik olarak PUFA okside etme kapasiteleri bulunmaktadir.

Hidroksil radikalleri hidrokarbon yan zincirleri ile karsilagtiklarinda

peroksidasyonu baslatabilirler (Reaksiyon 17):
-CH;- + HO— -CH- + H,O (17)

Membranin disinda olusan OH' hiicre ylizeyindeki glikoproteinler gibi
ekstrinsik proteinlerin ve fosfolipidlerin bas gruplarina da saldirabilir. O, ‘nin
protonlanmis formu olan HO,, O, ‘ye gore daha reaktiftir ve linoleik, linolenik ve

arakidonik asitler gibi bazi yag asitlerinden H' kopartabilmektedir (Reaksiyon 18):
-CH,- + HO; —— -CH- + H,0, (18)

HO, o6nceden olugmus olan lipid hidroperoksitleri ile de reaksiyona girerek
peroksidasyonu stimule etmektedir. Bu reaksiyon H' ¢ikartilmasindan 6te, gézlenen

peroksidasyonun stimulasyonunda en énemli yardimeidir (Reaksiyon 19):
HO, + ROOH — ROy +H,0, (19)

RO, RO, HO ve HO, kadar bazi demir-oksijen komplekslerinin de H
cikartarak peroksidasyonun baslamasina neden olduklar1 bilinmektedir.

Hidrojen atomunun sadece bir elektron tasimasi nedeniyle -CH,- grubundan bir
H~in ¢ikarilmasi karbon iizerinde eslesmemis bir elektron (-CH-) birakir. Bis-allilik
metilen gruplarindan H' ¢ikartilmasi ¢cok daha kolaydir.

Olusan karbon radikali bir konjuge dien olusturmak iizere molekiiler

diizenleme ile stabilize edilir. Karbon radikalleri degisik reaksiyonlara ugrayabilirler.
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Ornegin bir membran igerisinde bunlardan ikisinin ¢arpismas1 yag asiti zincirlerinde

capraz baglanmaya neden olur (Reaksiyon 20):
R-C\H + R-C\H — R-C\H-({H-R (20)

Bununla beraber karbon radikallerinin aerobik kosullar altinda en sik goriilen
reaksiyonu O, ile birlesmesidir. O, ile reaksiyonu peroksil radikalini (ROO" veya
ROy meydana getirir (Reaksiyon 21):

R + O,— -ROO: (21)

Bu durum lipid peroksidasyonunun ilerleme basamagidir. Olusan karbon
radikali bagka bir peroksil radikali olusturmak iizere O, ile reaksiyona girebilir ve bu
sekilde lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu devam eder. Peroksil radikali lipid
hidroperoksit (LOOH) olusturmak tizere lipidden H' atomunun ¢ikarilmasini saglar.

Tek bir baslangic olay1 zincir reaksiyonunun bir sonucu olarak pek cok
peroksit molekiiliiniin olugsmasina neden olur. Olusan peroksit sayis1 yag asitinin ¢ift
bag sayisina bagli olarak artmaktadir.

Malondialdehid (MDA) uzun yillar boyunca lipid peroksidasyonunda dikkat
odagi olmus bir peroksidasyon iriiniidiir. Tiobarbiturik asit ile in vitro verdigi
reaksiyon lipid peroksidasyonunun oSl¢iilmesinde en yaygin olarak kullanilan test
yontemi olmustur. MDA bir¢cok lipidin peroksidasyonu sirasinda az miktarda
olusmaktadir; fakat demir tuzlarinin varliginda karaciger mikrozomlarinin
peroksidasyonu sirasinda yiiksek miktarlarda meydana gelir.

Malondialdehid miktar1 linolenik asit, arakidonik asit ve dokosaheksaenoik asit
gibi ikiden fazla ¢ift bag tasiyan serbest yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda
biiylik 6l¢iide artmaktadir. MDA pH’a bagli olarak degisik formlarda bulunabilir.
Fizyolojik pH’da MDA bircok amino grubuna karsi diisiik reaktiflige sahip olan
enolat anyonu formunda bulunur. Bununla beraber, pH azaldiginda reaktivitesi
biiylik oranda artar. Fizyolojik kosullarda proteinler serbest amino asitlerden daha sik
olarak MDA tarafindan saldirtya ugrarlar ve intra ve intermolekiiler protein ¢apraz

baglanmalar1 oldugu gibi Ozellikle lizin gibi bazi amino asit rezidiilerinde
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modifikasyonlar da meydana gelir. MDA DNA bazlar ile de reaksiyona girer ve
mutajenik lezyonlar meydana getirebilir (Halliwell ve Gutteridge,1999).

1.11. Oksidatif Stres Calismalarinda Beyin Dokusunun Onemi

Hayvanlarda aktivitelerin koordinasyonunu saglayan sinir sistemi, merkezi
sinir sistemi ve cevresel sinir sistemi olmak {izere iki boliim halinde incelenir.
Beyin, merkezi sinir sisteminin bir pargasidir (Bullock ve ark., 1998) ve baliklarda
toplam viicut agirhiginin %]1°ini olusturmasina karsin, viicuda alinan O,’nin %3-
7’sini tikketmektedir (Nilsson, 1996). Beyin oksidatif hasara kars1 6zellikle duyarli
bir organdir. Yiiksek diizeyde ROS iiretimine, yiiksek oranda oksidatif
metabolizmaya ve hiicre membranlarinda yogun sekilde PUFA bulundurmasina
karsin beyin nispeten diisiik bir antioksidant savunma sistemine sahiptir. Farkli ROS
temizleyicileri arasinda GSH-bagimli sistemler biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu sistem
sadece peroksit temizleyicisi olarak gérev yapmaz, ayni zamanda hiicrelerin redoks
durumunu da diizenler. ROS noérodejeneratif siire¢lerde hasarin olugsmasinda anahtar
bir rol oynamaktadirlar. Noral hiicreler arasinda astrositler oksidatif strese karsi daha
dayaniklidirlar. Yiiksek GSH iceriginin bu dayanikliliga 6nemli bir katkisinin oldugu
da bilinmektedir. ROS’un temizlenmesi sirasinda GSH okside edilir ve GSH-protein
karigimi distilfidler meydana gelir. Bu nedenle GSH’1 rediikte edebilen veya
sentezleyebilen hiicreler oksidatif stres olgusunu etkin bir sekilde yoOnetebilirler.
Merkezi sinir sistemindeki lipoproteinler bir¢ok beyin islevini desteklemeleri
acisindan ¢ok onemlidirler. Beyin membranlarindaki yiiksek PUFA igerigi nispeten
diisiik bir savunmaya sahip olan bu dokuyu oksidatif hasara kars1 6zellikle dnemli

kilmaktadir (Mates, 2000).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Glutatyon redoks dongiisiinde meydana gelen diizensizliklerin oksidatif strese
neden oldugu bilinmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2003a). Bu nedenle GSH ve GSH
ile 1lgili enzimlerin ve lipid peroksidasyonunun kirliligin boyutunu gosteren
parametreler olarak kullanildiklar1 ¢ok c¢esitli calismalar yapilmistir. Bu
parametrelerin incelendigi ¢aligmalarin  bir boliimii laboratuvar kosullarinda
baliklarin degisik dokularinda pestisidlerin etkilerinin incelendigi arastirmalardir.

2,4-D herbisidinin 6n maddesi 2.,4-diklorofenoliin farkli derisimlerinin
etkisinde C. auratus’da karacigerde GSH miktarinin 6nemli diizeyde azaldigi, en
yiiksek derisim olan 1 ppm’de degismedigi belirlenmistir. GSSG miktarinin ise tim
derigsimlerde onemli diizeyde arttigi saptanmistir. GR aktivitesinin en diigik iki
derisim olan 0.005 ve 0.01 ppm’de azaldig1 fakat diger yiiksek dozlarda degismedigi
saptanmistir. GPx aktivitesinin tiim derisimlerde artis gosterdigi, GST aktivitesinin
ise diigiik derisimlerde arttig1, diger derisimlerde degismedigi belirlenmistir. Total
GSH miktarinin en yiliksek derisimde Onemli diizeyde arttigi, GSH/GSSG oranin
tiim derigimlerde azaldig1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2004).

Herbisid sentezinde 6n madde olarak kullanilan 3,4-dikloroanilinin C.
auratus’da karacigerde total GSH miktarin1 onemli derecede azalttigi, MDA
miktarini ise arttirdigi saptanmistir (Li ve ark., 2003).

Herbisid atrazine etkisinde Lepomis macrochirus’da karacigerde GSH, GSSG
miktar1 ve lipid peroksidasyonun arttig1 saptanmistir. Solungagta ise GSH miktar1 ve
lipid peroksidasyonunun degismedigi, GSSG miktarinin arttig1 belirlenmistir. GPx
aktivitesinin karacigerde derisime bagli olarak azaldigi, solungagta ise degismedigi
bulunmugtur. GR aktivitesinin solungacta belirlenemedigi, karacigerde degisim
gostermedigi bildirilmistir. GST aktivitesinin her iki dokuda da derisime bagh artis
gosterdigi saptanmistir (Elia ve ark., 2002).

Herbisid atrazinin Brachydanio rerio yumurtalarinda embriyonik gelisimin her
evresinde mikrozomal ve ¢oziinebilir GST enzim aktivitelerinde derisime bagh
degisimler meydana getirdigi bildirilmistir. Derisime bagli olarak her embriyonik

devrede mikrozomal GST aktivitesinin arttig1, en yliksek derisim olan 10 ppm’de
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azaldig belirlenmistir. Coziinebilir GST aktivitesi derisime bagl artis géstermistir
(Wiegand ve ark., 2001).

Onchorhynchus mykiss’de karacigerde herbisid paraquatin iki farklh
derisiminde GR aktivitesinin tiim siirelerde onemli diizeyde arttig1 belirlenmistir.
v-GCS ve GPx aktivitelerinin degismedigi, GST aktivitesinin uzun siireli
uygulamada derisime bagli olarak arttig1 belirtilmistir. Total GSH ve GSSG
miktariin tiim siirelerde arttig1 bulunmustur (Stephensen ve ark., 2002).

O. mykiss’de karaciger dokusunda paraquat enjeksiyonuyla GR aktivitesinin
onemli derecede arttigi, aktivitenin bobrek dokusunda degismedigi bildirilmistir
(Akerman ve ark., 2003).

Tiokarbamat bir herbisid olan thiobencarba diren¢li Anguilla anguilla’da
karacigerde total GSH miktarinin kontrole gore 4 kat daha fazla oldugu, duyarh
baliklarda karaciger total GSH miktarinin 2.5 kat daha az oldugu bildirilmistir.
Direngli baliklarda GSH/GSSG oraninin azaldigi ve GSSG miktarinin duyarl
baliklara gére zamana bagli olarak arttig1 saptanmistir (Pena ve ark., 2000).

Tiokarbamat herbisid molinatin 29 saat etkisi sonunda 6len A. anguilla’larda
karaciger ve kas dokularinda GSH miktarinin azaldigi, GSSG miktarinin ise
degismedigi bildirilmistir. 48 saat sonunda dlen baliklarda karaciger GSH ve kas
GSSG miktarlarinin degismedigi fakat kas GSH miktarlarinin azaldigi saptanmustir.
72 ve 96 saat sonunda Olen baliklarda karaciger GSH ve GSSG igeriklerinin arttigi,
bununla birlikte kas GSH miktarinin azaldigi, GSSG diizeylerinin degismedigi
belirlenmistir. 96 saat sonunda Olmeyen baliklarda karaciger GSH ve GSSG
miktarinin arttig1, kas GSH miktarinin azaldigi ve GSSG diizeylerinin etkilenmedigi
bulunmustur. GSH/GSSG oranlarinin karacigerde ve kasta dnemli derecede azaldigi
saptanmistir. GR aktivitesinin duyarli baliklarda azaldigi, direngli olanlarda arttigi
belirlenmistir. y-GT aktivitesinin karacigerde degismedigi, kasta duyarli olanlarda
arttig1 bulunmustur (Pena-Llopis ve ark., 2001).

Organoklorlu fungusid heksaklorobenzen etkisinde O. mykiss’de karacigerde
GST aktivitesinin degigsmedigi, GPx ve GR aktivitelerinin arttigi bildirilmistir
(Lindstrom-Seppa ve ark., 1996).
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Fungusid propiconazole ve fenpropimorph etkisinde Salmo trutta’da
solungacta iki bilesigin karisimmin GST aktivitesini azalttig1, tek uygulamalarinda
ise aktivitenin degigmedigi belirtilmektedir. Karacigerde tiim uygulamalarda
aktivitenin degigsmedigi belirlenmistir (Almli ve ark., 2002).

Fungusid iprodione etkisinde O. mykiss’de karaciger hiicre kiiltiirinde GSH
miktariin derisime bagl azaldigi, lipid peroksidasyonun arttig1 belirtilmistir (Radice
ve ark., 2001).

Organoklorlu pestisid p,p’-DDE, 2,3,7,8-tetraklorodibenzo- p-dioksin ve
poliklorlu bifenil 2,2°,4,4°,5,5’-heksaklorobifenil etkisinde O. mykiss’de karaciger
dokusunda mikrozomal GST aktivitesinin arttif1 bildirilmistir. Sitosolik GR
aktivitesinin sadece p,p’-DDE etkisinde arttig1 saptanmistir (Machala ve ark., 1998).

Piretroid insektisid cypermethrin etkisinde Cyprinus carpio ve O. niloticus’da
bobrek dokusunda GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonunda artis meydana geldigi
bildirilmektedir O. niloticus'da karacigerde benzer degisimler meydana gelmekle
beraber, C. carpio’da karacigerde GPx aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (Uner ve
ark., 2001).

Organofosforlu dimethoatenin Clarias lazera’da karacigerde GSH miktarini
arttirdig1, bobrek ve solungaclarda ise degistirmedigi, GST aktivitesinin karaciger ve
bobrekte bu pestisidin LCys’1 etkisinde azaldigi, solungagta ise arttigi bulunmugtur.
GPx ve GR aktivitelerinin karaciger ve bobrekte degismedigi, solungacta azaldigi
bildirilmistir (Hamed ve ark., 1999).

C. carpio’da OP dichlorvos etkisinde karaciger, bobrek, solungag, kalp, kas ve
beyin dokularinda lipid peroksidasyonu diizeylerinin derisime bagli olarak azaldigi
bildirilmistir. GSH miktar1 karaciger, bobrek, solunga¢ ve kasta azalirken beyin
dokusunda derisime bagli olarak arttig1 belirlenmistir. Kontroller arasinda en yiiksek
GPx aktivitesi beyin dokusunda bulunmustur. Aktivitenin beyinde en yiiksek derisim
olan 5 ppm’de arttig1 diger dokularda degismedigi saptanmistir. Ayni caligmada
Ictalurus nebulosus’da lipid peroksidasyonu diizeylerinin karaciger, solungag, kas ve
kalp dokularina gore sadece beyinde arttigi bildirilmistir. GSH miktarinin tim
dokularda arttig1 ve beyin dokusundaki artisin derisime bagli oldugu saptanmustir.

GPx aktivitesi hi¢bir dokuda degismemistir (Hai ve ark., 1997).
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Organofosforlu herbisid DEF ve metaboliti n-butil merkaptan etkisinde I.
punctatus’da karaciger ve solungagta GPx aktivitesinin, GSH miktarinin ve lipid
peroksidayonu diizeyinin degismedigi bildirilmistir (Matter-Mihaich ve Di Giulio,
1986).

Organofosforlu quinalphos etkisinde sican karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonu ile GSH miktariin ve GST aktivitesinin degismedigi, bununla
birlikte beyin GST aktivitesinin doza bagl olarak azaldigi gosterilmistir. Yiiksek
dozda (1.04 mg/kg) quinalphosun GR aktivitesini karacigerde arttirip, beyinde
azalttigi, GPx aktivitesini karacigerde azaltip azaldigi, beyinde degistirmedigi
(Dwivedi ve ark., 1998).

Calisma konusu olan fenthion insektisidinin baliklarda oksidatif stres
olusturma potansiyeli ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanilmamigtir. Diger
omurgalilarda yapilan ¢aligsmalar ise siganlarla sinirhdir.

Oksidatif stres indikatorii protein kinaz C aktivitesinin fenthion etkisinde si¢an
beyin ve karaciger dokusunda arttig1 belirlenmistir (Bagchi ve ark., 1997).

Disi Sprague-Dawley sicanlarinda fenthion etkisinde karaciger ve beyin
dokusunda lipid peroksidasyonun arttig1 belirlenmistir (Bagchi ve ark., 1995).

Wistar  tliri  albino  sicanlarda  fenthion etkisinde serumda lipid
peroksidasyonunun ve y-GT aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Altuntas ve Delibas,
2002).

Laboratuvar kosullarinda pestisidlerin ve diger kirleticilerin GSH ve GSH
iliskili enzimlere etkilerinin incelendigi calismalardan bir kismi1 GSH diizeylerine
disardan yapilan modifikasyonlari icermektedir.

Organofosforlu dichlorvos etkisinde A. anguilla’da karaciger dokusunda GSH
miktarinin, GSH/GSSG orani ile GR, GST, y-GT ve y-GCS enzim aktivitelerinin
onemli diizeyde azaldigi ve GSSG miktarinin degismedigi bildirilmistir. NAC ve
pestisid uygulanan baliklarin  karaciger dokusunda gozlenen etkinin NAC
uygulanmayanlara gore daha az oldugu belirtilmektedir. NAC uygulanan baliklarda
GSH miktari, GSH/GSSG orani ile GR, GST ve y-GCS enzim aktivitelerinin arttigi
bulunmustur. Pestisid etkisinde kas dokusunda GSH miktari, GSH/GSSG orani ile
GR, GST, y-GT ve y-GCS aktivitelerinin azaldigi ve GSSG miktarinin arttig1
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saptanmistir. NAC ve pestisid uygulanan baliklarda kas dokusunda etkinin benzer
oldugu, sadece GSSG miktarinin degismedigi belirtilmistir. NAC uygulanan
baliklarin kas dokusunda GSH miktarmin ve GST aktivitesinin arttig1 saptanmistir
(Pena-Llopis ve ark., 2003a).

N-asetilsisteinin 0.5 mM derisiminin etkisinde A. anguilla’da kas dokusunda
GSH miktarinin ve GSH/GSSG oraninin arttigi, GSSG miktarinin degigmedigi
belirlemistir. GR aktivitesinin beyin ve kas dokularinda arttig1 saptanmistir.
Dichlorvos etkisinde kas GSH miktar1 ve GSH/GSSG oranmin azaldigi, GSSG
miktarinin ise arttigi bulunmustur. Beyinde GR aktivitesinin zamana bagli olarak
azaldig1 bildirilmistir. Depurasyon siirecinde kas GSH miktarinin ve GSH/GSSG
oraninin azaldigi, GSSG miktarinin artmaya devam ettigi belirlenmistir. Beyin GR
aktivitesindeki inhibisyonun da devam ettigi belirlenmistir. Dichlorvos etkisinden
sonra NAC igeren suya aktarilan baliklarda beyin GR aktivitesinin geri kazaniminin
temiz suya aktarilan baliklara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Kas dokusunda
NAC igeren suya aktarillan baliklarda GSH miktarinin zamana bagl olarak arttig
saptanmistir (Pena-Llopis ve ark., 2003b).

O. mykiss’”de GSH enjeksiyonu ile karaciger, bobrek, kas, solungag
dokularinda ve plazmada total GSH miktarinin arttig1 bildirilmistir GSH uygulamasi
bobrek y-GT aktivitesini de arttirmustir. Total GSH miktarinin A. rostrata’da
karaciger, solungac, bobrek ve plazmada GSH enjeksiyonu ile arttig1, kas dokusunda
ise degismedigi belirtilmistir. Karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda y-GT
aktivitesinin degismedigi bulunmustur. Poliklorlubifenil olan TCB ve TCB-GSH ve
TCB-BSO enjekte edilen O. mykiss’de karacigerde lipid peroksidasyonunun arttigi,
uzun silirede sadece TCB enjekte edilen grupta lipid peroksidasyonunun degismedigi
bildirilmistir. Kas dokusunda TCB-BSO enjeksiyonu lipid peroksidasyonunu
arttirmistir (Otto ve ark., 1997).

Pimephales promelas’da aniis dokusu kiiltiir hiicrelerinde BSO etkisinde GSH
miktarinin derisime bagl olarak azaldig: bildirilmistir (Dierickx, 1998).

Herbisid paraquat enjeksiyonu ile C. carpio retinasinda GSH miktarinin
azaldig bildirilmektedir. Akut etki sonucu azalan GSH miktarinin bu silireden sonra

giderek kontrol diizeylerine ulastigi belirlenmistir. BSO ve paraquatin birlikte
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etkisinde GSH miktarinin paraquata oranla daha fazla azaldig1 ve bu uygulamada
GSH azalmasinin uzun siireler boyunca devam ettigi belirtilmektedir (Zhou ve ark.,
2001).

Canlidaki GSH modifikasyonunun incelendigi ¢aligmalar degisimlerin verilen
kimyasala ve dokuya bagli oldugunu ortaya koymaktadir.

Yeni dogan siganlarin beyin serebral kortekslerinde BSO ve BSO + GSH
etkisinde total GSH miktarinin azaldigi bildirilmistir. BSO ve GSH esterlerinin
birlikte etkisinde de GSH miktarinin azaldigi, fakat azalmanin diger uygulamalara
gore daha az oldugu belirlenmistir (Jain ve ark., 1991).

I. punctatus’da BSO enjeksiyonu ile hepatik GSH miktarinin 48 saat sonra
degismedigi, 72 saat sonra ise %79 oraninda azaldig1 saptanmistir. Dietilmaleimid
(DEM) etkisinde hepatik GSH miktarinin 2 ve 6 saat sonunda sirastyla %73 ve %85
oraninda azaldigi, fakat 24 saat sonra %40 arttig1 belirlenmistir. DEM etkisinden
sonra GSH sentezini baskilamak amaciyla BSO kullanilan baliklarda GSH artiginin
6. giinden sonra basladigi bildirilmistir. Solunga¢ dokusunda DEM ve BSO’nun
birlikte etkisinde ilk 24 saat sonunda GSH miktarinin %94 azaldigi, 48 saat sonunda
ise kaybedilen GSH’1n %60 oraninda geri kazanildig1 belirlenmistir (Gallagher ve
ark., 1992).

N-asetilsistein ile yapilan c¢alismalar bu bilesigin canlilardaki etkinliginin
farkliligini ortaya koymaktadir.

Asetik asit ile deneysel kolit olusturulan si¢anlarin kolonlarinda 100mg/kg
NAC etkisinde GSH miktarinin azaldig: bildirilmistir. 20mg/kg NAC uygulamasinin
koruyucu 6zellik géstermedigi belirlenmistir (Akgiin ve ark., 2005).

Kursunlu diyetle beslenen sicanlarda eritrosit GSH miktarinin azaldigi ve
MDA miktarmin arttig1 belirlenmistir. Diyetlerinde kursun ve NAC bulunan
siganlarda kursunla beslenenlere gore GSH miktarindaki azalma ve MDA
miktarindaki artisin daha az oldugu bildirilmektedir (Giirer ve ark., 1998).

Disi siganlarda kadmiyum kloriir (CdCl,)’iin karaciger ve renal korteks
dokularinda GSH miktar1 ile lipid peroksidasyonunu onemli diizeyde arttirdigi

saptanmistir. NAC ve CdCl,’lin birlikte etkisinde GSH miktarinda gozlenen artisin
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CdCl, uygulamasi ile aym1 oldugu, fakat lipid peroksidasyonunun bu gruba oranla
daha az artig gosterdigi belirlenmistir (Shaikh ve ark., 1999).

Kursun ile beslenen siganlarda beyin dokusunda lipid peroksidasyonunun
Oonemli diizeyde arttig1, kursun etkisinde NAC ile beslenen siganlarda lipid
peroksidasyonunun azaldig1 saptanmistir (Nehru ve Kanwar, 2004).

Baliklarda pestisid etkisinde AChE aktivitesinin degisimine iliskin ¢caligsmalarin
bir kismi aktivitenin derisime bagli olarak azaldigin1 bildiren laboratuvar
caligmalaridir.

Labeo rohita’da beyin dokusunda OP quinalphos etkisinde (Das ve Mukherjee,
2000) ve piretroid cypermethrin etkisinde (Das ve Mukherjee, 2003) AChE
aktivitesinin azaldig1 bulunmustur.

Organofosforlu diazinon etkisinde Micropterus salmoides’de beyin dokusunda
AChE aktivitesinin derisime bagli olarak inhibe oldugu bulunmus, %90’lara ulasan
inbisyonun 6liime neden olmadig bildirilmistir (Pan ve Dutta, 1998). Organofosforlu
parathion etkisinde Danio rerio’da AChE inhibisyonunun derisime bagli oldugu
bulunmustur (Roex ve ark., 2003).

Asetilkolinesteraz aktivitesinin 6l¢iildiigli calismalarin bir kismi pestisid
etkisinden sonra aktivitenin geri kazanimi amaciyla, baliklarin temiz sulara
aktarildig1 depurasyon ¢alismalaridir.

Karbamatli thiobencarb etkisinde A. anguilla'da beyinde total AChE
aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir. Akut etki siiresinden sonra AChE aktivitesinin
depurasyonun 8. saatinden baslayarak kontrol diizeylerine ulastigi belirlenmistir.
Solunga¢ dokusunda etki ve depurasyon siirecinde aktivitenin diisiik oldugu, kas
dokusunda depurasyon siirecinde aktivitenin zamana bagli olarak yeniden kazanildigi
saptanmistir (Fernandez-Vega ve ark., 2002).

Organofosforlu parathion ve azinphos-metil etkisinde C. auratus’da beyin
dokusunda AChE’nin sirastyla %86 ve %50 oranlarinda inhibe oldugu bildirilmistir.
Aktivitenin geri kazanimi i¢in 28-35 giinliik bir depurasyon siirecinin gerekli oldugu
belirtilmektedir (Ferrari ve ark., 2004).

Organofosforlu chlorfenvinphos ve karbamat carbofuran etkisinde C. carpio’da

beyin dokusunda 96 saat sonunda AChE’nin inhibe oldugu bildirilmistir. Carbofuran
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etkisinden sonra depurasyonun baslangicindan itibaren aktivite geri kazaniminin
%100’e yakin oldugu, fakat chlorfenvinphos etkisinden sonra aktivite geri kazanimi
icin 15 giinliik bir siirenin gerektigi belirlenmistir (Dembele ve ark., 1999).

Organofosforlu  azamethiphos etkisinden sonra temiz suya aktarilan
Dicentrarchus labrax, O. mykiss ve A. anguilla’da beyin dokusunda aktivite geri
kazaniminin 7. giinden baslayarak 21 giinde kontrol diizeylerine ulastig1 saptanmistir
(Intorre ve ark., 2004).

Organofosforlu profenofosun LC,y degerinin etkisinde O. mossambicus'da
beyin ve solunga¢ dokularinda AChE’nin zamana bagli olarak inhibe oldugu
bildirilmistir. Akut etkiden sonra temiz suya aktarilan baliklarin beyin ve solungag
dokularinda aktivitenin %50 geri kazanimi i¢in 8 giin, %100 geri kazanim i¢in 23
giin gerektigi belirlenmistir (Rao ve ark., 2003).

Organofosforlu monocrotophos ve monocrotophosun tiyol analog metil esteri
RPR-II ve tiyol analog etil esteri RPR-V’nin 96 saatlik etkisinden sonra temiz suya
aktarilan O. mossambicus’da beyin solunga¢ ve kas dokularinda AChE aktivitesi
degisimleri incelenmistir. Monocrotophos etkisi sonunda beyin dokusunda aktivite
geri kazaniminin zamana bagl olarak arttig1 fakat %100 geri kazanimin ancak 21
giin sonunda meydana geldigi saptanmistir. RPR-II ve RPR-V etkisinde aktivite geri
kazanimu icin 28 giinliik siirenin gerektigi belirtilmistir. Solunga¢ dokusunda her ti¢
insektisid etkisinde aktivite geri kazaniminin zamana bagli oldugu ve 28 giin
sonunda aktivitenin ancak %87’sinin geri kazanilabildigi gosterilmistir. Kasta da
aktivite geri kazaniminin zamana bagli olarak arttigi, %100 geri kazanim icin
monocrotophos etkisinde 14 giin, RPR-V etkisinde 21 giin ve RPR-II etkisinde 28
giin gerektigi saptanmistir (Rao, 2004).

Organofosforlu fenitrothion etkisinde A. anguilla’da beyin dokusunda AChE
aktivitesinin 2-96 saatlik siireler boyunca derisime ve zamana bagl olarak azaldigi
bildirilmistir. Temiz suya aktarilan baliklarda bir haftalik siirenin aktivite geri
kazanimu i¢in yeterli olmadig1 saptanmustir (Sancho ve ark., 1997).

Organofosforlu insektisid fenthion ve balik sistemleri ile iliskili yaymlar
arasinda bu bilesigin antioksidant sistemlere etkileri ve oksidatif stres olusturma

kapasitesi hakkinda bir arastirmaya rastlanilmamistir. EPA tarafindan kullanimi
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sinirlandirildigr halde iilkemizde {iretimi ve uygulanmasi devam eden fenthionun O.
niloticus’da beyin dokusunda oksidatif stres olusturma potansiyeli ve norotoksik
etkilerinin degerlendirilmesi, ¢evresel risk degerlendirilmesine iliskin yararh bilgiler
saglayabilecektir.

Bu amagla, calismamizda fenthionun subletal derisiminin etkisinde O.
niloticus’da beyin dokusunda GSH ve GSH ile iliskili enzimlerdeki degisimleri
belirlemek {izere GSH ve GSSG miktarlari, GSH/GSSG orani, GPx, GR, GST, y-GT
ve y-GCS enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonuna etkilerini belirlemek amaciyla
MDA miktar1 ve norotoksik potansiyeli belirlemek iizere AChE enzim aktivitesi
incelenmistir.

Glutatyon metabolizmasin1 modifiye etmek iizere bir antioksidant ve GSH
oncitisii olan NAC’nin ve GSH sentez inhibitérii BSO’nun uygulanmasiyla
fenthionun olusturabilecegi toksik etkilerin anlagilmasi amaclanmistir. Depurasyon
calismast degisen parametrelerin geri doniisiimlerini incelenmek amaciyla

yiriitilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma materyali olan juvenil O. niloticus ornekleri C.U. Su Uriinleri
Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan alinarak, laboratuvarimizda dinlendirilmis musluk
suyu iceren 160 L’lik cam stok akvaryumlarinda 10 ay siireyle laboratuvar
kosullarma adapte edilmiglerdir. Akvaryumlarda havalandirma merkezi sistemle
saglanmistir. Laboratuvarda 12 saat aydinlanma periyodu uygulanmistir. Suyun
ozellikleri; sicaklik 21.22+0.79°C, pH 7.83+0.23, ¢oziinmiis oksijen 7.64+0.98 ppm,
toplam sertlik 303 ppm CaCOs, alkalinite 305 ppm CaCOs’tiir. Baliklar deneme
stiresince glinde bir kez ayni saatlerde agirliklarinin %31 kadar hazir yavru sazan
balik yemi ile beslenmislerdir (Camli Yem, Tiirkiye). Toksisite denemeleri ig¢in
49.6149.56 g agirlik ve 15.14+2.35 cm boyundaki baliklar se¢ilmistir. Denemeler
stok akvaryumlarla ayni laboratuvar kosullarinda bes tekrarli olmak tizere kontrollii
olarak yiiriitilmiistiir.

Pestisid olarak fenthion [O, O-Dimethyl O-(3-methyl-4-methylthiophenyl)
phosphorothioate, Lebaycid EC 50, Bayer (Bayer Tiirk Kimya Sanayi Ltd. $ti.), 525
g/L] uygulanmstir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler

1-kloro-2,4-dinitro-benzen CDNB Sigma
2-Tiyobarbitiirik Asit TBA Merck
2-Vinilpiridin 2-VP Aldrich
5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) DTNB Sigma
5-stilfosalisilik asit Sigma
Asetik Asit CH;COOH Riedel-deHaen
Asetilkolintiyoiyodiir Sigma
Bakar Siilfat CuS04.5H,0 Sigma
Biitiyonin siilfoksimin BSO Sigma
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di-Potasyum Hidrojen Fosfat K>oHPO4 Merck
di-Sodyum adenozin5'-trifosfat Na,ATP Sigma
di-Sodyum Hidrojen Fosfat Na,HPO4.7H,0 Merck
Etilendiamin Tetraasetik Asit EDTA Sigma
Etopropazin Sigma
Folin-Ciocalteu Fenol Ayiraci Sigma
Glutatyon Rediiktaz GR Sigma
Laktat Dehidrojenaz LDH Sigma
Lauril Siilfat SDS Sigma
L-a-aminobiitirat Sigma
L-Glutamat Sigma
L-y-Glutamil p-nitroanilid Sigma
Magnezyum Klorid MgCl,.6H,0 Merck
Monosiklo hekzilamonyum fosfoenol piruvat PEP Sigma
N-Asetilsistein NAC Merck
n-Butanol Merck
Okside L-Glutatyon GSSG Sigma
Piridin Merck
Piruvat Kinaz Sigma
Potasyum Dihidrojen Fosfat KH,PO,4 Merck
Potasyum kloriir KCl1 Merck
Rediikte L-Glutatyon GSH Sigma
Si1gir Serum Albumini Sigma
Sodyum Dihidrojen Fosfat NaH,P04.2H,0 Merck
Sodyum Dodesil Siilfat SDS Sigma
Sodyum Hidroksit NaOH Merck
Sodyum Karbonat Na,COs3 Merck
Sodyum Kloriir NaCl Merck
Sodyum Potasyum Tartarat Merck
Stikroz Sigma
t-Butil Hidroperoksit Sigma
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Tiyobarbiturik asit TBA Merck
Tris Baz Tris Baz Sigma
Tris Hidroklorid Tris HCI Sigma
B-Nikotinamid Adenin Dintiikleotid Fosfat  B-NADPH Sigma

3.1.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

[S—

. Analitik Terazi

. Benmari

. Buz Makinast

. Distile Su Cihaz1
. Homojenizator

. Oksijenmetre

. Otomatik Pipetler
. pH metre

O 00 9 N D B~ W N

. Sogutmal1 Santrifiij

10. Santrifiij

11. Terazi

12. UV-Visible Spektrofotometre
13. Vortex

3.2. Yontem

Sartorius CP-224S

Memmert WB 22

Scotsman AF 20

Simsek Laborteknik SS—200
Janke&Kunkel Ultra-Turrax T-25
Metter-Toledo MO 128

Gilson, Eppendorf, Labart, Biohit
Hanna Instruments PH 211

Jouan MR 231

Hettich EBA 8S

Sartorius BP-310S

Shimadzu UV mini 1240
Janke&Kunkel VF-2

3.2.1. Oreochromis niloticus’da Fenthionun LCsy Degerinin Belirlenmesi

O. niloticus’da fenthionun 96 saatlik LCsy degerinin belirlenmesi amaciyla

dinlendirilmis musluk suyu iceren 100 L’lik 6 akvaryumun her birine 6.22+1.27 g

agirlik ve 7.35+1.13 cm boyundaki 11 balik aktarilmistir. Akvaryumdaki balik
yogunlugu 0.7 g/L. olarak ayarlanmistir (APHA, AWWA, WPCF, 1981). Bir

akvaryum kontrol olarak secilmis, diger akvaryumlara 1.204, 1.806, 2.107, 3.225,

3.741 ppm derisimlerde fenthion 96 saat siireyle uygulanmistir. Calisma iki tekrarh
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yuriitiilmiistiir. 96 saat sonunda her derisimdeki 6liim miktarlar1 kaydedilerek LCsg
derisimi SPSS 10.0 paket programinda probit analiz yontemiyle belirlenmistir
(Kinnear ve Gray, 1995).

3.2.2. Toksisite Denemeleri

Denemeler 140 L dinlendirilmis musluk suyu ile doldurulmus 6 cam
akvaryumda yiritilmistir. Her bir akvaryumda 30 balik olacak sekilde baliklar
adaptasyona birakilmistir. Deney baliklar1 fenthionun LCsy degerinin %20’°si olan
0.45 ppm ortam derisiminde 24, 48, 96 saat siirelerle tutulmuslardir. BSO ve
NAC’nin 6n denemelerle belirlenen sirasiyla 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlar
baliklara intraperitonal enjeksiyonla uygulanmistir. BSO ve NAC ¢ozeltileri serum
fizyolojik (%0.59’luk NaCl) ile hazirlanmistir. Enjeksiyon stresini elimine etmek
amaciyla kontrol ve fenthion grubu baliklara da ayn1 yol ile 50 pL serum fizyolojik
verilmistir. Enjeksiyondan hemen o6nce baliklar buzda bayiltilmiglardir. Enjeksiyon
stresinin  giderilmesi i¢in baliklar 3 saat temiz suda bekletilerek deney
akvaryumlarina aktarilmistir. Pestisidli su degisimi her giin baliklar aktarilarak
saglanmistir.

Deneme akvaryumlart;

1. Akvaryum: Kontrol

2. Akvaryum: Fenthion

3. Akvaryum: BSO

4. Akvaryum: NAC

5. Akvaryum: BSO + Fenthion

6. Akvaryum: NAC + Fenthion grubu olarak diizenlenmistir.

Etki siireci sonunda tiim deney baliklar1 temiz su igeren akvaryumlara
aktarilarak 24, 48, 96 saat siireler ile depurasyon uygulanmistir.

Her siire sonunda baliklar akvaryumlardan cikarilip agirliklar tartilarak
dekapitasyonla oldiiriilmiistiir. Beyin dokular1 disekte edilerek, serum fizyolojik ile

yikandiktan sonra tartilmis ve analizlere kadar -75°C’de saklanmustir.
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Dokular 0.25 M siikroz igeren 0.05 M Na-P tamponu (pH 7.4), ile 1/10
agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde ultra-turrax homojenizator ile 10000 rpm’de 3
dakika homojenize edilmistir. Homojenatlar +4°C’de 10000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant GPx, GR, GST, y-GT, y-GCS, AChE
enzim aktiviteleri ile MDA ve protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmuastir.
tGSH, GSSG miktarlarinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan siipernatantlar 1/0.5
oraninda %10’luk 5-siilfosalisilik asit ile karigtirtlip 10000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlenmistir.

3.2.3. Analiz Yontemleri

3.2.3.1. Total Glutatyon Yontemi

Total GSH miktar;, DTNB, NADPH ve GR varliginda enzimatik dongii
prosediirii ile oOl¢iilmektedir. GSH DTNB tarafindan okside edilirken, ortamda
bulunan GSSG ve diger ¢oziiniir tiyol bilesikleri ile GSH’in olusturdugu distilfid
baglanmalart GR enzimi varhiinda NADPH’in indirgenmesi ile GSH’a
doniistiiriilmektedir. Meydana gelen sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asitin miktari
412 nm’de oOlgiilmektedir (Anderson, 1985). Elde edilen absorbans degerleri standart

GSH grafigi ile derisim degerlerine doniistiiriilmektedir.

Ayriraclar

1. Stok Tampon Cozeltisi: 143 mM Na-K Tamponu, 6.3 mM EDTA igeren (pH
7.5)

2.0.3 mM NADPH

3.6 mM DTNB

4. 50 U/mL Glutatyon Rediiktaz

Yontem

Total GSH miktarin1 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve ornek olmak iizere farkl

kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Total Glutatyon Y 6ntemi

Cozeltiler Kér (uL) Ornek (uL)
NADPH 700 700
DTNB 100 100
Ornek - 25
Saf su 190 165
Calkalanir ve 30°C’de 3 dakika inkiibe edilir.
Glutatyon Rediiktaz 10 10

Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30°C’de, 0. dakika ve 3. dakika

absorbanslar1 kaydedilir. Sonuglar GSH ile hazirlanan standart egriden degerlendirilir

Hesaplama
Elde edilen absorbans degerleri standart grafik kullanilarak derisim degerlerine

dontstiiriliir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi

(Calisma tamponu ile 1000 ng/mL’lik GSH stok ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan
bu c¢ozeltiden 10, 40, 80, 100 ng/mL’lik derisimlerde seyreltmeler yapilir. Bunlar
calisma standartlarinin hazirlanmasinda kullanilir. Standart grafik icin total GSH

miktarinin dl¢iilmesinde uygulanan yontem kullanilir.

01 - y = 0,00009x R*=0974
0009 - 4
0008
0007
0006 4
0J00s 4
0004 4 *
0,003
0002 -
0001 4 *

o - r : . .
a 20 a0 £ &n 100

Sekil 3.1. GSH Standart Grafigi
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3.2.3.2.0kside Glutatyon Yontemi

Okside glutatyon miktari, total GSH miktarinin OSl¢lilmesinde kullanilan
yontem ile belirlenmektedir. Farkli olarak, 5-siilfosalisilik asit homojenati
kullanimdan 6nce asagidaki gibi 2-vinilpiridin ile tiirevlendirilmektedir. GSH’1n 2-
vinilpiridin ile tlirevlendirilmesiyle sadece GSSG miktar1 dlclilmektedir (Griffith,
1980).

Ornek Hazirlanmasi
100 pL ornek tlizerine 2 pL 2-vinilpiridin eklenir ve NaOH ile pH 7.0’ye

ayarlanir. Ornekler oda 1sisinda 1 saat inkiibe edilir.

Ayriraclar

1. Stok Tampon Cozeltisi: 143 mM Na-K Tamponu, 6.3 mM EDTA igeren (pH
7.5)

2.0.3 mM NADPH

3.6 mM DTNB

4. 50 U/mL Glutatyon Rediiktaz

Yontem

GSSG miktarim1 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve Ornek olmak tizere farkli
kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Okside Glutatyon Y ontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (pL)
NADPH 700 700
DTNB 100 100
Ornek - 25
Saf su 190 165
Calkalanir ve 30°C’de 3 dakika inkiibe edilir.
Glutatyon Rediiktaz 10 10
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Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30°C’de, 0. dakika ve 3. dakika

absorbanslar1 kaydedilir.

Hesaplama
Elde edilen absorbans degerleri total GSH i¢in hazirlanan standart grafik

kullanilarak derisim degerlerine doniistiiriiliir.

3.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz Yontemi

Glutatyon peroksidaz, GSH’1mm H,0, ile GSSG’ye yiikseltgenmesini kataliz
eder. t-biitil hidroperoksit bulunan ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, GR ve
NADPH yardimiyla GSH’ye indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH’m NADPye
yukseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi ile

Olctliir (Beutler, 1984).

GPx
2GSH + H,0, » GSSG + H,O
GSSG + NADPH + H" » 2GSH + NADP"
Ayrraglar
1. Tris Tamponu (pH 8.0)
2.0.1 M GSH
3.10 U/mL GR

4.2 mM NADPH
5.7 mM t-Biitil Hidroperoksit

Yontem

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini 6lgmek igin ¢ozeltiler kor ve ornek

olmak tizere farkl kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Glutatyon Peroksidaz Y ontemi

Cozeltiler Ornek (uL)
Saf su 660
Tris Tamponu 100
GSH 25
GR 100
NADPH 100
Ornek 10
37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.
t-Biitil Hidroperoksit 10

Kor olarak saf su kullanilir. Olusan tepkime 37°C’de 1 cm 1s1k yolu bulunan
kuvartz kiivetlerde, 340 nm dalga boyunda 0., 2.5., 5. dakikalarda absorbans

degerleri Olgiilerek izlenir.

Hesaplama

AOD Vit

GPx Aktivitesi (U/mL)= X -
t 6.22xV0

AOD = Zamana gdre absorbans degisimi
t= Zaman
Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

GPxAktivitesi
ProteinMiktari

GPx spesifik aktivitesi (U/mg protein) =
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3.2.3.4. Glutatyon Rediiktaz Yontemi

Glutatyon rediiktaz, NADPH varliginda GSSG’nin GSH’a indirgenmesini
katalizler. GR aktivitesi, NADPH’1n NADP "a yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi esasina dayanir (Carlberg ve Mannervik,

1975).

Ayiracglar
1. 100 mM Na-P Tamponu (pH 8.0)
2. Ginliik Tampon (0.12 mM NADPH ve 1 mM GSSG’nin tampon igerisinde

¢Oziilmesi ile hazirlanir.)
Yontem
Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve oOrnek

olmak iizere farkli kiivetlere agsagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Glutatyon Rediiktaz Y ontemi

Cozeltiler Kor(uL) Ornek(pL)
Saf su 100 -
Giinliik Tampon 900 900
Ornek - 100

Calkalanarak inkiibe edilmeden 37°C’de, 340 nm dalga boyunda kore kars1 0.

ve 5. dakikalardaki absorbanslar okunur.

Hesaplama

AOD Vit

GR aktivitesi(U/mL) X —
6.22  Vornek

AOD= Zamana gore absorbans degisimi

Vt = Toplam Hacim
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V6 = Ornek Hacmi
6.22 = 1 nmol NADPH’ 1n 1 ecm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri.

GRAKktivitesi
ProteinMiktari

GR spesifik aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.3.5. Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Glutatyon S-transferaz, elektrofilik bilesiklerin GSH’in -SH grubu ile
reaksiyonunu katalizleyerek bu bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar. GST
aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB), GSH ile konjugasyonu sirasindaki
absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi ile oSlgiiliir (Habig ve ark.,

1974).

Ayiraclar

1. 100 mM Tris Tamponu (pH 7.4)
2.1 mM CDNB

3. Rediikte Glutatyon

Yontem
Glutatyon S-transferaz aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve 6rnek olmak

tizere farkli kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Glutatyon S-Transferaz Y ontemi

Cozeltiler Kor Ornek
Tris Tamponu 1.1 mL 1.05 mL
CDNB 50 uL 50 pL
GSH 50 uL 50 uL
Ornek - 50 uL
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Calkalanarak 25°C’de, 340 nm dalga boyunda, 2 dakika boyunca
absorbansdaki artis seklinde Olgiiliir.

E340 CDNB-GSH konjugasyonu: 9.6 mM/em

Aktivite pmol/dakika/mg protein olarak tanimlanir.

Hesaplama

AOD Vit

GST Aktivitesi(umol/dakika/mL) = X -
t 0.0096xV0

GSTAKktivitesi
ProteinMiktari

GST Spesifik Aktivitesi(umol/dakika/mg protein) =

3.2.3.6. y-Glutamil Transpeptidaz Yontemi

y-Glutamil transpeptidaz enzim aktivitesinin dl¢limil, 7y-glutamil p-
nitroanilid’in renksiz p-nitroaniline parcalanmasi sirasindaki absorbans farkinin 410

nm dalga boyunda okunmasi esasina dayanir (Orlowski ve Meister, 1965).

Ayraclar

1. 100 uM Tris HCl Tamponu
2.5 uM L-glutamil-p-nitroanilid
3. 10 uM Magnezyum klorid

Yontem

v-Glutamil transpeptidaz enzim aktivitesini 6l¢mek icin ¢ozeltiler kor ve drnek

olmak iizere farkli kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.6.).
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Cizelge 3.6. y-Glutamil Transpeptidaz Y 6ntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
L-glutamil-p-nitroanilid 100 100
MgCl, 400 400
Tris HCI Tamponu 500 400

Iyice calkalanir

Ornek - 100

Calkalanarak 37°C’de, 410 nm dalga boyunda, 2 dakika boyunca
absorbansdaki artis seklinde Ol¢iiliir.

Hesaplama

v-GT Enzim Aktivitesi = A?—D X\% X2.2mM
0

AOD = Zamana gore absorbans degisimi
t= Zaman

Vt = Toplam Hacim

V6 = Ornek Hacmi

3.2.3.7. y-Glutamilsisteinil Sentetaz Yontemi

v-Glutamilsisteinil sentetaz enzim aktivitesi y-glutamilsistein sentezi sirasinda
aciga ¢ikan ADP miktar1 ile Olgiilmektedir. Reaksiyonda acgiga c¢ikan bir ADP
molekiiliine karsilik bir molekiil NADH oksidasyona ugramaktadir. NADH’1n
oksidasyonunun 340 nm’de oOlciilmesiyle enzim aktivitesi hesaplanmaktadir (Seelig

ve ark., 1984).
Ayrraglar

1. 0.1 M Tris Tamponu (pH 7.75)
2. 150 mM KCl
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. 2 mM Monosiklo hekzilamonyum fosfoenol piruvat (PEP)
. 10 mM L-glutamat
.20 mM MgC126 HZO

.2mM EDTA

.0.2 mM NADH

.2 U/mL Laktat Dehidrogenaz
10. 2 U/mL Piruvat Kinaz
11.5mM ATP

3
4
5
6. 10 mM L-a-aminobiitirat
7
8
9

Yontem
vy-Glutamil sisteinil sentetaz enzim aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve

ornek olmak tizere farkl kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. y-Glutamilsisteinil Sentetaz Yontemi

Cozeltiler Koér (uL) Ornek (uL)
Tris Tamponu (pH 7.75) 200 100
KCl 80 80
PEP 80 80
L-glutamat 80 80
MgCl, 80 80
L-a-aminobiitirat 80 80
EDTA 80 80
NADH 80 80
Laktat Dehidrogenaz 80 80
Piruvat Kinaz 80 80
Na,ATP 80 80
25°C’de 3 dakika inkiibe edilir.

Ornek - 100
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Absorbansdaki azalma 340 nm dalga boyunda 5 dakika kinetik olarak okunur.

v-GCS Enzim Aktivitesi = AOD XL XV_.t.
t 6.22 VO

AOD = Zamana gore absorbans degisimi

t= Zaman

Vt = Toplam Hacim

V& = Ornek Hacmi

6.22: 1 nmol NADH’1n 1 em’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

3.2.3.8. Malondialdehid Yontemi

MDA lipid peroksidasyonunun sekonder bir iiriinii olup, lipidlere ait
peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA, aerobik
kosullarda, pH 3.5’te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyon sonucu
pembe renkli bir kompleks olusturur, bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda ol¢iiliir (Ohkawa ve ark., 1979).

Ayriraclar
1. %38.1 Sodyum dodesil-siilfat (SDS)
%20 Asetik asit (HAc) (pH 3.5)
%0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA) (pH 3.5)
n-Butanol-piridin (nBu-Pr1) ¢ozeltisi (14/1)

A T

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

Standart Grafigin Hazirlanmasi
Giinliik Standart: 400 nmol/mL’lik giinliik standarttan hazirlanan 10, 20, 40,
60, 80, 100 nmol/mL’lik ¢alisma standartlar1 standart egri ¢izimi i¢in kor ve ornek

olmak iizere farkl tiiplere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.8.).
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Cizelge 3.8. Malondialdehid Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Cozeltiler Kor | 10nmol |20nmol | 40nmol | 60nmol | 80nmol | 100nmol
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
%20HACc 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
%0.8 TBA 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Saf su 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
n-butanol/piridin | 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Kuvvetle vortekslenir ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki

organik kisim alinip 532 nm dalga boyunda absorbansi okunur.
Yontem
MDA miktarin1 6l¢mek igin ¢dzeltiler kor ve 6rnek olmak iizere farkl tiiplere

asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. Malondialdehid Y ontemi

Cozeltiler Kér (mL) | Standart (mL) | Ornek (mL)
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 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.
Saf su 1.0 1.0 1.0
n-butanol/piridin 5.0 5.0 5.0
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Kuvvetle ¢alkalanir ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki organik
kisim almip 532 nm’de absorbansi okunur. Sonuglar standart grafikten degerlendirilir

(Sekil 3.2.).
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y = 0,0008x
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Sekil 3.2. MDA Standart Grafigi

3.2.3.9. Asetilkolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata parcalanmasi reaksiyonunu
katalizlerler. Uriin olarak agiga ¢ikan tiyokolin ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu sari
renk veren S5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin siddeti 412 nm’de

Olctlir. (Ellman ve ark., 1961).

Asetilkolintiyoiyodiir
Tiyokolin + DTNB

» Tiyokolin

P 5-tiyo-2 nitrobenzoik asit
Ayiraclar:

1. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 8.0)
2. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.0)

60



3. MATERYAL ve YONTEM Petek PINER

3.0.01 M DTNB
4.8.52 x 10° M Etopropazin (BChE Inhibitorii)
5.0.015 M Asetilkolintiyoiyodiir

Yontem
Asetilkolinesteraz enzim aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve 6rnek olmak

tizere farkli kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.10.).

Cizelge 3.10. Asetilkolinesteraz Y dntemi

Cozeltiler Kor(uL) Ornek(uL)
Fosfat Tamponu 2700 2550
Ornek 200 200
DTNB 100 100
Etopropazin - 50

Calkalanir ve 30°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Asetilkolintiyoiyodiir - 100

Omek ve kor kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 0. ve 5. dakikada ki

absorbanslari 6l¢iiliir.

Hesaplama

ACHhE aktivitesi(U/mL) = ACt)_D X \\//—t x13.6
0]

AOD = Zamana gdre absorbans degisimi
t = Zaman

Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

AChEAKktivitesi
ProteinMiktari

AChHE Spesifik Aktivitesi(U/mg protein) =
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3.2.3.10. Protein Yontemi

Doku protein miktarlart GPx, GR, GST, y-GT, y-GCS, AChE spesifik enzim
aktiviteleri ile GSH, GSSG, MDA miktarlarin1 hesaplamak amaciyla ¢aligilmistir.

Proteinlerin ¢ogu tirozin, triptofan veya her iki amino asiti de icerirler. Bu
amino asitler serbest veya katlanmamis bir polipeptid zincirinde mavi renk
olusturmak tizere fosfotungustik asit-molibdik asit ayiracini (Folin-Ciocalteu ayiract)
indirgerler. Bu yoOntemde proteinler bakir-peptid bagi-protein  kompleksini
olusturmak iizere alkali ¢ozeltide Cu®" ile reaksiyona girerler. Ortama Folin-
Ciocalteu ayiraci eklendiginde indirgeme siireci i¢erisinde bakir-protein kompleksleri
ile tirozin, triptofan rezidiileri birlesirler. Renklendirilmis ¢ozeltinin absorbanst 750

nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Lowry ve ark., 1951).

Ayriraclar

1. Alkali Na,COj; ¢ozeltisi

2. Bakaur siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi
%1 CuS04.5H,O
%?2 Na-K tartarat

Kullanilacagi zaman bu ¢ozeltiler esit hacimde karistirilarak hazirlanir.

3. Alkali ¢ozelti (Giinliik olarak hazirlanir.): 50 mL alkali Na,COs ¢ozeltisi
I mL bakir siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ile karigtirilarak
hazirlanir.

4. Folin-Ciocalteu ayiraci: 1 mL Folin-Ciocalteu 1.5 mL saf su olacak

sekilde hazirlanir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi
Sigir serum albumini kullanilarak 1000 pg/mL’lik stok protein ¢ozeltisi
hazirlanir. Calisma i¢in bu ¢ozelti 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL derisimlerde

seyreltilerek egri ¢iziminde bu standartlarin absorbans degerleri kullanilmigtir.
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Yontem

Ornek ¢ozeltiden 0.3 mL alinir, {izerine 3 mL alkali ¢dzelti ilave edilip 15
dakika oda sicakliginda bekletilir. 0.3 mL Folin-Ciocalteu ayiract eklenerek 30
dakika oda sicakliginda bekletilir ve bu siire sonunda 750 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunur. Ayni islem 0.3 mL saf su kullanilarak kér i¢in uygulanir.

Hesaplama
Orneklerin igerdigi protein miktar1 yumurta albumini kullanilarak c¢izilen

standart egriden degerlendirilir (Sekil 3.3.).
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y = 0,0012x
R? = 0,9601
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0,1
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Sekil 3.3. Protein Standart Grafigi

3.2.4. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal analiz sonuglar1t SPSS 10.0 paket programinda OneWay Anova-

SNK testi kullanilarak P<0.05 6nem derecesinde belirlenmistir (Kinnear ve Gray,

1995).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu ¢alismada O. niloticus’da beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarimin GSH metabolizmasi, lipid peroksidasyonu ve AChE enzim

aktivitesine etkileri arastirilmistir.

4.1.1. Oreochromis niloticus’da Fenthionun LCsy Degeri

Fenthionun LCsy denemesi siiresince 1.204 ve 1.806 ppm derisimlerinin
etkisinde baliklarda renk koyulagmasi gézlenmis ve 96. saat sonunda 1.806 ppm
fenthion etkisinde 1 balik 6lmiistiir. 2.107, 3.225 ve 3.741 ppm fenthion etkisinde
baliklarda renk koyulagmasi, titreme, ¢cirpinma ve denge kayb1 gézlenmis ve 96. saat
sonunda sirastyla 6, 22, 22 balik 6lmiistiir.

Derisimlere gore 6len balik sayis1 kullanilarak probit analizi istatistik yontemi

ile O. niloticus’da fenthionun 96 saat LCsy degeri 2.27 ppm olarak bulunmustur.

100 4
90 -
80 -
70

60 /
50 /

40 -
30 ~
20
~
0 o—
1.204 1.806 2.107 3.225 3.741
Derisim (ppm)

R>=0.8715

Yiizde Olim Orani

Sekil 4.1. Uygulanan derisimlerde gozlenen yiizde 6liim orani

64



4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.1.2. Glutatyonla Tlgili Parametrelerdeki Degisimler

4.1.2.1. GSH Miktarindaki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siire¢lerinde GSH miktarina etkileri Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Fenthion uygulanan grupta tiim etki siiresince kontrole ve silireye gore degisim
gozlenmemistir. 24 saat etkide GSH miktar1 kontrole gore BSO etkisinde yaklasik
%31 diizeyinde artmistir. 48 saat etki siiresinde, GSH miktar1 kontrole gére BSO
etkisinde %39, BSO ve fenthionun birlikte etkisinde %52, NAC ve fenthionun
birlikte etkisinde %49 azalma gdstermistir. Ayni siirede BSO ve fenthion ile, NAC
ve fenthionun birlikte etkisinde gozlenen azalma ayr etkilerine gore de dnemlidir. 96
saat etki siiresinde kontrole gére BSO etkisinde %26, NAC etkisinde yaklasik %42,
BSO ve fenthionun birlikte etkisinde %65, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde
yaklagik %27 azalma belirlenmistir (Sekil 4.2.). Bu siirecte NAC’nin tek ve BSO ile
fenthionun birlikte uygulandig1 gruplarda gozlenen azalma siireye baghdir.

Depurasyon siirelerinde ilk 24 saatte kontrole gére BSO ve fenthionun birlikte
etkisinde %48, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde %49 azalma gozlenmistir. 48
saat depurasyon siiresinde kontrole gére BSO ve fenthionun birlikte etkisinde
yaklasik %54 diizeyinde azalma meydana gelmistir. 96 saatlik depurasyon siiresi
sonunda kontrole gore BSO etkisinde yaklasik %35, BSO ve fenthionun birlikte
etkisinde yaklasik %84 diizeyinde azalma bulunmustur (Sekil 4.2.). 48 ve 96 saat
depurasyon siirelerinde BSO ve fenthionun birlikte etkisinde gdzlenen azalma ayri
etkilerine gére 6nemlidir.

Depurasyon siirelerinde 96 saatlik etkiye gore GSH miktarindaki degisimler su
sekildedir: Fenthion ve BSO gruplarinda degisim gézlenmemistir. NAC etkisinde 48
saatte GSH miktar1 %53 artmistir. BSO ve fenthionun birlikte etkisinde azalma 96
saatte %57 diizeyine ulagmigtir. NAC ve fenthionun birlikte etkisinde 24 saatte %47

azalma gozlenmistir (Sekil 4.3.).
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Cizelge 4.1. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarmin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GSH
miktarina (uM/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £ SX X £ SX X £SX X £ SX X £SX X £SX

24 saat 3.06+0.08 3.50+0.16 4.02+0.18 3.81+0.14 2.22+0.14 3.09+0.22
acx abx bx abx cX abcx

48 saat 3.81+0.35 3.32+0.22 2.32+0.10 2.954+0.21 1.82+0.15 1.93+0.14
ax ax bey abxy CXy cy

96 saat 3.97+0.19 3.26+0.29 2.93+0.31 2.30+0.20 1.38+0.09 2.924+0.35
axs abxs bys bys Cys bxsv

24 saat 3.02+£0.24 2.07+0.08 2.20+0.12 2.31+0.22 1.56+0.07 1.54+0.14

Depurasyon as abs abs abs bs bt

48 saat 3.55+0.23 3.26+0.51 3.12+0.18 3.52+0.40 1.64+0.19 3.72+0.47

Depurasyon as as as at bs as

96 saat 3.66+0.20 3.02+0.09 2.38+0.18 2.69+0.15 0.59+0.20 2.53+0.14

Depurasyon as abs bs abst ct abtv

a, b, ¢ ve d harfleri ayn siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki stireleri arasindaki ayrimu, s, t ve v harfleri ise
96 saat etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmgtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata

VINSILIVL A YVINDTNG '+
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Sekil 4.2. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
etki ve depurasyon siirelerinde GSH miktarinin yiizde degisimi
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Sekil 4.3. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde GSH miktarinin yiizde

degisimi
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4.1.2.2. GSSG Miktarindaki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde GSSG miktarina etkileri Cizelge 4.2.’de verilmistir.

24 saatlik etki siiresinde kontrole gore GSSG miktarinda fenthion etkisinde
%63, BSO etkisinde %70 azalma meydana gelmistir. 48 saatlik etki siiresinde
kontrole goére BSO etkisinde yaklasik %129, NAC etkisinde %89 ve NAC ve
fenthionun birlikte etkisinde yaklasik %79 diizeyinde artis bulunmustur. GSSG
miktar1 96 saatlik etki siiresinde fenthion etkisinde kontrole gore yaklasik %61,
NAC etkisinde %79 artmustir (Sekil 4.4.). Fenthion ve NAC gruplarinda etki
stirelerinde GSSG miktarinda gozlenen artis siireye baglidir. BSO uygulanan grupta
24 saat etkiye gore 48 ve 96 saat etki siirelerinde artig bulunmustur.

Depurasyon siirelerinde BSO ve fenthionun birlikte etkisinde GSSG miktarinda
kontrole gore 48 saatte %118 ve 96 saatte %489 diizeyinde olmak {izere siireye bagl
artis belirlenmistir (Sekil 4.4.). BSO ve fenthionun birlikte etkisinde gozlenen bu
artis ayr1 uygulanmalara gore de dnemlidir. Diger gruplarda degisim gézlenmemistir.

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gére GSSG miktarindaki
degisimler su sekildedir: BSO ve fenthionun birlikte etkisinde 48 saatte %142 ve 96
saatte %384 olmak lizere meydana gelen artig siireye bagldir. Diger gruplarda

degisim gézlenmemistir (Sekil 4.5.).
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Cizelge 4.2. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GSSG
miktarina (uM/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £ SX X £SX X £ SX X £SX X £SX

24 saat 0.30+0.01 0.11£0.02 0.09+0.01 0.35+0.07 0.38+0.04 0.28+0.07
ax bx bx ax ax ax

48 saat 0.28+0.05 0.44+0.01 0.64+0.07 0.53+0.03 0.43+0.03 0.50+0.02
ax acy bey CXy acx bey

96 saat 0.41+0.02 0.66£0.06 0.60+0.06 0.75+0.05 0.45+0.03 0.39+0.06

abxs czs bcys Cys abxs axys

24 saat 0.51+0.04 0.44+0.05 0.35+0.07 0.55+0.05 0.39+0.03 0.58+0.06

Depurasyon as as as as as as

48 saat 0.50+0.03 0.58+0.02 0.49+0.03 0.47+0.11 1.09£0.10 0.50+0.12

Depurasyon as as as as bt as

96 saat 0.37+0.02 0.50+0.04 0.55+0.05 0.54+0.03 2.18+0.14 0.52+0.03

Depurasyon as as as as bv as

a, b ve c harfleri ayni siire i¢erisinde gruplar arasindaki ayrimi, X, y ve z harfleri etki siireleri arasindaki ayrimu, s, t ve v harfleri ise 96
saat etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR

ve TARTISMA

Petek PINER
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m Fenthion @ BSO o NAC @ BSO+Fenthion 0 NAC+Fenthion
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24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

Sekil 4.4. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
etki ve depurasyon siirelerinde GSSG miktarinin yiizde degisimi

GSSG miktarinin ylizde
degisimi

o Fenthion m BSO 0 NAC 0 BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

24 Saat 48 Saat
Sire

.

96 Saat

Sekil 4.5. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde GSSG miktarinin yiizde

degisimi
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.1.2.3. GSH/GSSG Oranindaki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde GSH/GSSG oranina etkileri Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Etki siirelerinin 24. saatinde GSH/GSSG orani1 kontrole gore fenthion etkisinde
%211, BSO etkisinde yaklasik %310, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde yaklasik
%91 artmistir (Sekil 4.6.). Bu gruplarda gozlenen artis diger siirelere gore de
anlamlidir.

Depurasyon siirelerinde kontrole gore 48 saatte fenthion etkisinde %41, BSO
etkisinde yaklasik %31, NAC etkisinde %27, BSO ve fenthionun birlikte etkisinde
yaklasik %76 azalma meydana gelmistir. 96 saatte fenthion etkisinde kontrole gore
yaklagik %45, BSO etkisinde yaklasik %66, NAC etkisinde yaklasik %53, BSO ve
fenthionun birlikte etkisinde %97, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde %60
diizeyinde azalma meydana gelmistir (Sekil 4.6.). 96 saatte BSO ve fenthionun
birlikte etkisinde gozlenen azalma ayr1 uygulanmalara gore dnemlidir.

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gore GSH/GSSG oranindaki
degisimler su sekildedir: BSO etkisinde 24 saatte yaklasik %66 artis, NAC etkisinde
48 saatte %78, 96 saatte BSO ve fenthionun birlikte ectkisinde %94 azalma
belirlenmistir (Sekil 4.7.).

m Fenthion o BSO o0 NAC @ BSO+Fenthion 0 NAC+Fenthion

100 - *
07 — T T T - T T 1
o O THD SO0 R R
* * *
*

24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

degisimi

GSH/GSSG oraninin yizde

Sekil 4.6. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
etki ve depurasyon siirelerinde GSH/GSSG oraninin yiizde degisimi
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Cizelge 4.3. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GSH/GSSG

oranina etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £ SX X +£SX X £ 8X X £SX X £ 8X X £ 8X

24 saat 23.04+1.07 71.71£10.86 94.39+9.67 26.28+5.46 13.47+1.98 43.99+9.99
ax bx cX ax ax dx

48 saat 19.33+1.99 16.19+1.51 8.73+0.60 13.14+0.70 9.33+0.42 8.46+0.28
ax ay ay ax ax ay

96 saat 19.40+0.93 12.65+0.84 10.98+0.75 9.69+0.63 9.35+0.34 14.17+0.84
axst ays aysv axs axs ayst

24 saat 14.88+2.56 14.49+1.79 18.17+4.07 8.82+1.26 9.35+0.79 7.68+0.92

Depurasyon abs abs at bs bs bs

48 saat 23.68+1.20 13.95+1.78 16.35+1.75 17.26+3.04 5.80+0.38 18.94+1.74

Depurasyon at bes bst bt cs abt

96 saat 19.98+1.07 11.04+0.98 6.86+0.33 9.43+1.00 0.56+0.19 7.97+1.11

Depurasyon ast bs bv bs ct bs

a, b, ¢ ve d harfleri ayn siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki stireleri arasindaki ayrimu, s, t ve v harfleri ise
96 saat etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmgtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

@ Fenthion m BSO 0o NAC g BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

80 - *
60 -
40
20 -

=20 -
-40 -
-60 -
-80 -
-100 - *
24 Saat 48 Saat 96 Saat
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degisimi

GSH/GSSG oraninin ylizde

Sekil 4.7. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde GSH/GSSG oraninin yiizde
degisimi

4.1.2.4. GPx Aktivitesindeki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde GPx spesifik aktivitesine (U/mg protein) etkileri Cizelge
4.4.de verilmistir.

GPx aktivitesinde kontrole gore 24 saat etki siiresinde, fenthion etkisinde
yaklagik %39, BSO etkisinde %23, NAC etkisinde %42, BSO ve fenthionun birlikte
etkisinde %42, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde yaklasik %27 oraninda artis
belirlenmistir. 48 saat etki siiresinde kontrole gére NAC ve fenthionun birlikte
etkisinde %32 azalma gozlenmistir. Diger grup ve siirelerde degisim bulunmamastir.
Depurasyon siirelerinde tiim gruplarda kontrole gore degisim gozlenmemistir (Sekil
4.8.).

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gore GPx aktivitesindeki
degisimler su sekildedir: Fenthion etkisinde 96 saatte %36, NAC ve fenthionun
birlikte etkisinde 48 saatte yaklasik %38 artis belirlenmistir. Diger gruplarda bir
degisim gozlenmemistir (Sekil 4.9.).
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Cizelge 4.4. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GPx spesifik
aktivitesine (U/mg protein) etkileri

VL

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £SX X £SX X £ 58X X £SX X £S8X X £S8X

24 saat 0.26+0.01 0.36+0.01 0.32+0.02 0.37+0.12 0.37+0.02 0.33+0.02
ax bx bx bx bx bx

48 saat 0.28+0.02 0.26+0.01 0.26+0.02 0.24+0.02 0.21+0.01 0.19+0.02
ax aby ax aby aby by

96 saat 0.27+0.00 0.25+0.01 0.26+0.02 0.25+0.01 0.26+0.02 0.24+0.01
axs ays axs ays ays ays

24 saat 0.28+0.03 0.30+0.01 0.28+0.02 0.31+0.01 0.30+0.01 0.27+0.02

Depurasyon as ast as as as ast

48 saat 0.31+0.02 0.29+0.01 0.29+0.01 0.29+0.01 0.34+0.01 0.334+0.03

Depurasyon as ast as as as at

96 saat 0.31+0.01 0.34+0.02 0.28+0.01 0.29+0.02 0.34+0.03 0.28+0.02

Depurasyon as at as as as ast

a ve b harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimi, s ve t harfleri ise 96 saat
etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).

X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER
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Sekil 4.8. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
etki ve depurasyon siirelerinde GPx aktivitesinin yiizde degisimi
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Sekil 4.9. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinda
96 etkiye gore depurasyon siirelerinde GPx aktivitesinin yiizde degisimi
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.1.2.5. GR Aktivitesindeki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde GR spesifik enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri
Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Tiim etki ve depurasyon siirelerinde GR aktivitesinde kontrole gore bir degisim
belirlenmemistir (Sekil 4.10.). Etki siirelerinde fenthion ve NAC gruplarinda 48 saate
gore 96 saatte gozlenen artig Onemlidir.

Depurasyon stirelerinde 96 saatteki etkiye gore GR aktivitesindeki degisimler
su sekildedir: Fenthion etkisinde 24 saatte yaklasik %43, 48 ve 96 saatte yaklasik
%29 azalma belirlenmistir. BSO etkisinde 24 ve 48 saate %33, 96 saatte yaklasik
%17 azalma meydana gelmistir. NAC etkisinde 24 saatte %33, 96 saatte yaklasik
%17 azalma bulunmustur. NAC ve fenthionun birlikte etkisinde 24 saatte %33

azalma gozlenmistir. Diger grup ve siirelerde degisim belirlenmemistir (Sekil 4.11.).

m Fenthion 0 BSO 0 NAC @ BSO+Fenthion 0 NAC+Fenthion

GR aktivitesinin ylzde degisimi
LA
o O
I
/T

24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

Sekil 4.10. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda etki ve depurasyon siirelerinde GR aktivitesinin
ylizde degisimi
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Cizelge 4.5. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GR spesifik
aktivitesine (U/mg protein) etkileri

LL

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £ S8X X +S8X X £ 8X X +S8X X £ SX X £ SX

24 saat 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00
ax axy ax axy ax ax

48 saat 0.06+0.00 0.04+0.00 0.06+0.01 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00
ax ax ax ax ax ax

96 saat 0.06+0.00 0.07+0.00 0.06+0.01 0.06+0.00 0.04+0.00 0.06+0.00

abxs ays axs ays bxs abxs

24 saat 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00

Depurasyon as at at at as at

48 saat 0.05+0.00 0.05+0.00 0.04+0.00 0.06+0.00 0.04+0.00 0.05+0.00

Depurasyon as atv at asv as ast

96 saat 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.05+0.00 0.06+0.00

Depurasyon as av at atv as as

a ve b harfleri ayn siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimu, s, t ve v harfleri ise 96 saat
etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).

X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

@ Fenthion m BSO 0O NAC 0 BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

GR aktivitesinin ylizde
degisimi

24 Saat 48 Saat 96 Saat

Sure

Sekil 4.11. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda 96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde GR
aktivitesinin ylizde degisimi

4.1.2.6. GST Aktivitesindeki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde GST spesifik enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri
Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Fenthion uygulanan tiim gruplarda etki siirelerinde kontrole gore aktivitede
degisiklik meydana gelmemistir. 24 saat etki siiresinde kontrole gére NAC etkisinde
yaklagsik %74 azalma, 48 saat etki siiresinde BSO etkisinde ise yaklasik %57 artis
gozlenmistir (Sekil 4.12.). NAC grubunda 24 saatte gdzlenen azalma diger etki
stirelerinde kontrol diizeylerine ulasmistir. BSO etkisinde 24 saate gore diger etki
stirelerinde artis belirlenmistir.

Depurasyon siirecinde NAC ve fenthionun birlikte etkisinde 24 saatte kontrole
gore yaklasik %165 artis meydana gelmistir ve bu artis ayr1 uygulanan gruplara gore
de 6nemlidir. Diger grup ve siirelerde degisim gozlenmemistir (Sekil 4.12.).

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gore GST aktivitesindeki
degisimler su sekildedir: NAC ve fenthionun birlikte etkisinde 24 saatte yaklasik
%79 artis meydana gelmistir (Sekil 4.13.).
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Cizelge 4.6. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde GST spesifik
aktivitesine (umol/dakika/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £SX X £SX X £SX X £SX X £SX X £SX
24 saat 18.72+1.82 14.89+1.38 12.89+1.31 4.89+1.00 20.24+3.11 14.94+1.10
ax ax ax bx ax ax
48 saat 19.10+2.44 17.41+1.31 29.90+2.58 21.09+2.61 18.34+0.97 21.05+3.42
ax ax by aby ax abx
96 saat 18.41+2.89 21.57+0.88 25.99+3.31 24.90+1.65 15.24+2.13 20.64+1.85
abxs abxs ays abyst bxs abxsv
24 saat 13.93+1.37 21.02+2.67 16.55+3.72 16.58+1.32 22.70+1.66 36.89+2.70
Depurasyon as as as as as bt
48 saat 24.27+2.78 19.47+3.80 18.94+0.61 31.16+3.58 23.73+2.61 31.67+4.13
Depurasyon as as as at as ast
96 saat 13.71+1.57 13.52+0.84 21.95+3.87 22.17+4.06 16.87+2.49 12.28+1.76
Depurasyon as as as ast as av

a ve b harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimi, s ve t harfleri ise 96 saat
etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

Sekil

GST aktivitesinin ylizde

Sekil

GST aktivitesinin ytizde
degisimi

m Fenthion @ BSO o NAC @ BSO+Fenthion O NAC+Fenthion
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-100 -

Sire

4.12. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda etki ve depurasyon siirelerinde GST aktivitesinin
yiizde degisimi

@ Fenthion m BSO o NAC o BSO+Fenthion m NAC+Fenthion
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Stire
4.13. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte

uygulanmalarinda 96 saat etkiye gdre depurasyon siirelerinde GST
aktivitesinin ylizde degisimi
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.1.2.7. y-GT Aktivitesindeki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde y-GT spesifik enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri
Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Etki siiresince kontrole gore hicbir grupta degisim meydana gelmemistir (Sekil
4.14.). BSO etkisinde 24 saate gore 48 ve 96 saatte, NAC etkisinde 96. saatte diger
etki siirelerine gore artig belirlenmistir.

24 ve 96 saat depurasyon siirelerinde higbir grupta kontrole gore degisim
belirlenmemistir. Depurasyon siirecinde 48 saatte NAC etkisinde kontrole gore
yaklagik %107, BSO ve fenthionun birlikte etkisinde yaklasitk %124 artis
gbzlenmigtir. Bu slirede BSO ve fenthionun birlikte etkisinde gozlenen artig iki
bilesigin ayr etkilerine gore de dnemlidir (Sekil 4.14.).

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gore y-GT aktivitesindeki
degisimler su sekildedir: NAC ve fenthionun ayri ve birlikte uygulandig1 gruplarda
ve BSO ile fenthionun birlikte etkisinde degisim belirlenmemistir. BSO etkisinde 24
saatte yaklasik %56, 96 saatte yaklasik %48 azalma meydana gelmistir (Sekil 4.15.).

m Fenthion 0 BSO g NAC @ BSO+Fenthion O NAC+Fenthion

- 3
o B %k
S 100 -
c _ 80~
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0
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'_
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> -40 ~
-60 -

24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

Sekil 4.14. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda etki ve depurasyon siirelerinde y-GT aktivitesinin
yiizde degisimi
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Cizelge 4.7. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde y-GT spesifik

aktivitesine (U/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £SX X £S8X X +8X X £S8X X +8X X +8X

24 saat 6.36+033 7.14+0.23 5.46+0.28 5.67+0.33 6.27+0.13 9.21+1.12
ax ax ax ax ax ax

48 saat 7.75+0.53 5.04+0.08 11.87+1.66 6.75+0.90 8.52+0.58 8.99+0.27
abx ax by ax abx abx

96 saat 7.65+1.18 7.21+0.42 11.19+0.78 11.32+2.51 9.52+0.96 11.22+0.40
axs axs ays ays axst axs

24 saat 5.47+0.91 4.90+0.28 4.98+0.26 7.18+0.33 6.65+0.44 6.96+0.59

Depurasyon as as at as as as

48 saat 5.60+0.39 7.47+0.49 7.63+0.91 11.57+1.85 12.53+1.92 9.28+1.14

Depurasyon as abs abst bcs ct abcs

96 saat 4.55+0.41 6.55+0.33 5.84+0.37 7.74+0.64 8.65+1.18 6.91+0.30

Depurasyon as as at as ast as

a, b ve c harfleri ayn siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimi, s ve t harfleri ise 96 saat

etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

@ Fenthion m BSO 0O NAC 0 BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

° 40 -
©
S
2, 20 -
£
S _
£ e i
3 @ 0
= O
= O - i
Z3 20
©
= -40 1
Q
> *
-60 - %
24 Saat 48 Saat 96 Saat

Sure

Sekil 4.15. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda 96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde y-GT
aktivitesinin ylizde degisimi

4.1.2.8. 7-GCS Aktivitesindeki Degisimler

O. niloticus beyin dokusunda y-GCS aktivitesi belirlenememistir.

4.1.3. MDA Miktarindaki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde MDA miktarina etkileri Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Etki ve depurasyon siireglerinde hicbir grupta kontrole gore degisim
belirlenmemistir (Sekil 4.16.).

Tiim etki siirelerinde BSO, kontrole gore onemli olmamakla birlikte, silireye
bagl artislar meydana getirmistir. Fenthionun BSO ve NAC ile birlikte uygulandigi
gruplarda 96 saat etki siiresinde diger etki siirelerine gore artis belirlenmistir.

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siiresine gore MDA miktarindaki
degisimler su sekildedir: BSO etkisinde 24 saatte %34, 96 saatte yaklasik %38
azalma belirlenmistir. BSO ve fenthionun birlikte etkisinde 24 saatte %37, 48 saatte

%27, 96 saatte %34 azalma gozlenmistir. NAC ve fenthionun birlikte etkisinde 24
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saatte

%45, 48 saatte yaklasik %30, 96 saatte yaklasik %50 azalma meydana

gelmistir (Sekil 4.17.).

MDA miktarinin ylizde degisimi

Sekil

MDA miktarinin yiizde

Sekil

m Fenthion 0 BSO o0 NAC @ BSO+Fenthion 0 NAC+Fenthion

100 -
80 -
60 -
40 -

o L IO C1 -

40 -
-60 -

24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

4.16. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda etki ve depurasyon siirelerinde MDA miktarinin
ylizde degisimi

@ Fenthion m BSO 0O NAC 0 BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

E
@
S
©
24 Saat 48 Saat 96 Saat
Sire
4.17. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte

uygulanmalarinda 96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde MDA
miktarinin ylizde degisimi

84



¢8

Cizelge 4.8. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalariin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde MDA

miktarina (nmol/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X £ S8X X +S8X X £ 8X X +S8X X £ SX X £ SX

24 saat 22.46+1.35 40.04+5.68 20.96+1.00 26.96+5.35 14.64+0.84 28.73£10.28
abx ax abx abx bx abx

48 saat 28.09+1.17 32.81+1.46 36.12+4.97 28.73+1.89 29.33+2.09 23.56+1.53
axy ax axy ax ax ax

96 saat 45.09+3.82 41.03+1.21 48.44+5.28 37.40+£2.98 54.29+5.60 56.10+£5.26
abys abxs abys axs abys bys

24 saat 37.17£2.00 37.97+2.86 31.83+1.33 35.01+1.09 34.114£3.18 30.62+3.42

Depurasyon ast as at as at at

48 saat 39.93+0.58 43.91+1.58 38.90+0.65 43.11+1.63 39.58+1.93 39.34+2.33

Depurasyon ast as ast as at at

96 saat 24.52+6.08 34.51+£3.09 30.25+1.17 38.09+1.56 35.66+3.65 28.14+2.85

Depurasyon at as at as at at

a ve b harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimi, s ve t harfleri ise 96 saat
etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X £ SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.1.4. AChE Aktivitesindeki Degisimler

Beyin dokusunda fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin etki ve
depurasyon siirelerinde AChE spesifik enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri
Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Asetilkolinesteraz aktivitesinde fenthion etkisinde kontrole gore 24 saatlik
etkide yaklasik %42, BSO ve fenthionun birlikte etkisinde %33, NAC ve fenthionun
birlikte etkisinde %33 azalma gozlenirken, NAC ve BSO uygulanan grupta kontrole
gore degisim belirlenmemistir. Fenthionun ayr1 ve BSO ile birlikte uygulandigi
gruplarda 48 saat etki siiresinde kontrole gore %50, NAC ve fenthionun birlikte
etkisinde yaklasik %42 azalma bulunmustur. Fenthion, 96 saatlik etki siiresinde
AChE aktivitesinde kontrole gore yaklasik %39, BSO ve fenthionun birlikte etkisi
%69, NAC ve fenthionun birlikte etkisi yaklasik %36 azalmaya neden olmustur.
NAC etkisinde kontrole gore yaklasik %31, BSO etkisinde yaklasik %62 aktivite
artist meydana gelmistir. BSO ve fenthionun birlikte etkisinde AChE inhibisyonu
NAC ve fenthionun birlikte etkisine gore daha fazladir (Sekil 4.18.).

Fenthionun tek ve NAC ile birlikte uygulandig1 gruplarda etki siireleri arasinda
degisim gozlenmemistir. BSO ve fenthionun birlikte etkisinde inhibisyon siireye
bagli olarak artmaktadir. BSO ve NAC uygulanan gruplarda da aktivite artis1 siireye
baglidir.

Depurasyon siirelerinde kontrole gore 24 saatte AChE aktivitesindeki azalma
fenthion uygulanan tiim gruplarda %50 diizeyinde devam etmektedir. BSO etkisinde
kontrole gore yaklasik %42, NAC etkisinde %33 artis meydana gelmistir. 48 saatte
fenthionun ayr1 ve BSO ile birlikte uygulandig1 gruplarda kontrole gore yaklasik
%64, NAC ve fenthionun birlikte etkisinde yaklasik %55 azalma belirlenmistir. NAC
ve BSO uygulanan gruplarda kontrole gore degisim gézlenmemistir. 96 saat sonunda
fenthion uygulanan tiim gruplarda kontrole gore %64, BSO etkisinde yaklasik %20
azalma belirlenmistir (Sekil 4.18.).

Depurasyon siirelerinde 96 saat etki siliresine gore AChE aktivitesindeki
degisimler su sekildedir: Fenthion uygulanan tiim gruplarda inhibisyon etkinin 96.

saati ile ayn1 diizeydedir. BSO etkisinde 24 saatte %19, 48 ve 96 saatte %52 azalma
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belirlenmistir. NAC etkisinde 48 saatte %41, 96 saatte yaklasitk %24 azalma
belirlenmistir (Sekil 4.19.).

m Fenthion o0 BSO O NAC m BSO+Fenthion 0 NAC+Fenthion

80 -
60 -
40 -
20 -

*
% %
O, ] ]
-207 H_| H—|
*
-407>x< % ¥ il ”
* * * * % ”
% * * * * %

%

AChE aktivitesinin ylizde
degisimi

-60 -
-80 -

24 Saat 48 Saat 96 Saat 24 Saat D 48 Saat D 96 Saat D

Sire

Sekil 4.18. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda etki ve depurasyon siirelerinde AChE aktivitesinin

ylizde degisimi

o Fenthion m BSO o NAC 0 BSO+Fenthion m NAC+Fenthion

60 -
40 -
20 -

20
40 1

-60 - * *
24 Saat 48 Saat 96 Saat

AChE aktivitesinin ylzde
degisimi

Sire

Sekil 4.19. O. niloticus’da beyinde fenthion, BSO, NAC ve birlikte
uygulanmalarinda 96 saat etkiye gore depurasyon siirelerinde AChE
aktivitesinin yiizde degisimi

87



88

Cizelge 4.9. Fenthion, BSO, NAC ve birlikte uygulanmalarinin O. niloticus’da beyinde etki ve depurasyon siirelerinde AChE spesifik
aktivitesine (U/mg protein) etkileri

SURE KONTROL FENTHION BSO NAC BSO+FENTHION NAC+FENTHION
X +SX X +SX X +SX X +SX X +SX X +SX

24 saat 0.12+0.00 0.07+0.01 0.10+0.01 0.12+0.01 0.08+0.00 0.08+0.01
ax bx abx ax bx bx

48 saat 0.12+0.01 0.06+0.00 0.14+0.01 0.144+0.00 0.06+0.00 0.07+0.01
ax bx ax ax bxy bx

96 saat 0.13+0.01 0.08+0.00 0.21£0.01 0.17+0.02 0.04+0.01 0.08+0.02
axs bexs Cys dys bys exs

24 saat 0.12+0.01 0.06=0.00 0.17+0.01 0.1620.01 0.060.00 0.06:0.01

Depurasyon as bs ct cs bs bs

48 saat 0.11+0.01 0.04+0.00 0.10+0.00 0.10+0.00 0.04+0.00 0.05+0.00

Depurasyon as bs av at bs bs

96 saat 0.14+0.01 0.05+0.00 0.10+0.01 0.13+0.01 0.05+0.00 0.05+0.00

Depurasyon as bs cv act bs bs

a, b, c, d ve e harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri etki siireleri arasindaki ayrimu, s, t ve v harfleri ise
96 saat etki siiresine gore depurasyon siireleri arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmugtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).
X + SX: Aritmetik ortalama+Standart Hata
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4. BULGULAR ve TARTISMA Petek PINER

4.2. Tartisma

Glutatyon, pro-oksidant bilesiklerle reaksiyon vererek onemli bir antioksidant
savunma meydana getirir (Arteel ve Sies, 2001). OP bilesiklerin balik sistemlerinde
GSH ve GSH ile iliskili antioksidant savunma mekanizmalarini etkilediklerini
gosteren bir¢cok caligma bulunmaktadir (Zahn ve ark., 1996; Hai ve ark., 1997; Pena-
Llopis ve ark., 2003a). OP insektisid dimethoate etkisinde C. lazera’da karaciger
GSH diizeyinin 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir (Hamed ve ark, 1999).

Bu calismada, fenthionun %20 LCsy derisimi etkisinde birakilan
O. niloticus’da beyin dokusunda GSH miktarinda bir degisim bulunmamustir. Diisiik
derisimde, fenthionun oksidatif stresi indiikleyici etkisinin GSH redoks sistemince
giderilebildigi disiiniilmektedir.

Sicanlarda yapilan ¢aligmalarda beyin dokusunda OP anilofosun 850 mg/kg’lik
tek ve 700 mg/kg’lik OP malathion ile birlikte uygulanmasinin GSH miktarinda bir
degisiklige neden olmadig: bildirilmistir (Hazarika ve ark., 2003). OP pestisid RPR-
V 33 pg/kg/glin dozu oral olarak uygulandiginda sican bdbrek ve beyin dokusunda
GSH miktarinin tiim uygulanma siirelerinde degismeden kaldigi, 66 ve 99 ng/kg/giin
dozlarda ise GSH miktarinin uzun siireli etkide azaldigi bildirilmektedir (Mahboob
ve ark., 2004).

Biitiyonin siilfoksimin y-GCS enzimini inhibe ederek GSH sentezini
sinirlandiran bir bilesiktir (Dringen, 2000). BSO uygulanmasi ile doku GSH
diizeylerinin azaltilmas1 caligmalar1 GSH fonksiyonlar1 hakkinda yararli bilgiler
saglamaktadir (Anderson, 1998).

Organofosforlu dichlorvos etkisinde A. anguilla’da kas dokusunda azalan GSH
miktarinin yerine konulabilirliginin biiyiik 6l¢iide karacigerden plazmaya GSH
salinmas1 ile ilgili oldugu bildirilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2003a). Bu
calismada, BSO etkisinde orta siireli etkiden baslayarak GSH miktarinin 6nemli
diizeyde azalmaya devam etmesi, kan yoluyla beyne iletilmesi gereken GSH veya
yapitaglarinin  karacigerde heniiz yeterli diizeyde sentezlenmemis oldugunu
diisiindiirmektedir. Beyindeki GSH homeostasisi baskin olarak yapitaslarinin kan-

beyin bariyerini gegerek bu organa tasinmasi ile saglanmaktadir. Bununla birlikte
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GSH’1in kan-beyin bariyerini parcalanmadan gectigi de bilinmektedir (Dringen,
2000).

O. mykiss’de TCB (3,3’,4,4’-tetraklorobifenil) uygulanmasimin karaciger,
bobrek ve kas dokularinda GSH miktarini degistirmedigi, TCB ve BSO’nun birlikte
etkisinin GSH miktarin1 6nemli derecede azalttigi bildirilmistir. Azalma etkisinin
BSO’nun y-GCS enzimini inhibe etmesinden kaynaklandigi ve TCB’nin GSH ile
ilgili enzimleri aktive etmesi sonucu sadece TCB enjekte edilen grupta, GSH
miktarinin korundugu seklinde agiklanmistir (Otto ve ark., 1997).

Biitiyonin siilfoksimin ve fenthion birlikte uygulandiginda GSH miktarinda
gozlenen azalma depurasyon siiresince de devam etmektedir. Bu azalma BSO’nun
tek uygulanmasina goére daha fazladir. Fenthionun GSH azaltic1 etkisi, BSO
tarafindan GSH sentezinin baskilanmasiyla ortaya ¢ikmis olabilir.

N-asetilsistein uygun dozlarda, sistein onciisii olmasi nedeni ile GSH sentezini
arttiran bir ajan olarak kullanilmaktadir (Sen, 1997). NAC, fenthion etkisinden
korunmada etkili olup olamayacagini anlamak tizere denenmis; ancak GSH diizeyini
azalttig1 gozlenmistir. Bu etki uygulanan dozun koruyuculuk smirinin iizerinde
oldugunu gostermektedir. NAC’nin denenen dozunda fenthion ile birlikte O.
niloticus’da toksik etki olusturdugu ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir. Sigan beyin
dokusunda intraperitonal NAC enjeksiyonunun GSH miktarim1 azalttig
bildirilmektedir (Vina ve ark, 1983). Diisiik molekiiler agirlikli tiyollerin yiiksek
dozda antioksidant rollerinden ¢ok pro-oksidant gibi davrandiklar1 ve metal-bagiml
siireglerle ROS iiretimini arttirdiklar1 bildirilmektedir. Yiiksek dozdaki NAC’nin A.
anguilla'da 6liime yol a¢tig1 bulunmustur (Pena-Llopis ve ark, 2003b).

Organofosforlu dichlorvos etkisinde A. anguilla’da beyin dokusunda GSSG
miktarindaki artis ile GSH/GSSG oranindaki azalmanin hiicresel redoks durumu i¢in
indikatér oldugu bildirilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2003b). Bu c¢alismada
fenthionun kisa siireli etkisinde kontrole goére GSH/GSSG oraninda meydana
getirdigi artisin  ayn1  siirede  GSSG  miktarindaki azalmayla ilgili oldugu
disiiniilmektedir. Fenthion etkisinde orta ve uzun siireli etkide GSH/GSSG oraninda

gozlenen azalma, GSSG miktarindaki siireye bagh artisla iliskilidir.
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Kisa siireli etkide kontrole géore BSO’nun GSH/GSSG oraninda olusturdugu
artis aym slirede GSH miktarindaki artis ve GSSG miktarindaki azalmanin
sonucudur. Bu durumun ilk etki siiresinde BSO’nun toksik etkilerinden korunmak
amaciyla adaptif bir yanit oldugu diigiiniilmektedir.

Biitiyonin siilfoksiminin orta ve uzun siireli etkide GSSG miktarinda meydana
getirdigi arti, ayn slirelerde GSH miktarindaki azalmayla paralellik gostermektedir.
Bu durum sentezi azaltilan GSH’1n hiicresel siireglerde kullanilmasi sonucu GSSG
miktarinin artmasi seklinde yorumlanabilir. BSO ve fenthionun birlikte etkisinde
depurasyon siirecinde silireye bagli olarak gozlenen GSSG miktarindaki artis ve
GSH/GSSG oranindaki azalma devam eden GSH miktarindaki azalma ile iliskilidir.
Bu grupta gozlenen degisimlerin ayr1 uygulanmalara oranla anlamli olmasi fenthion
toksisitesinde GSH metabolizmasinin yer aldigini diisiindiirmektedir.

Herbisid 2,4-D’nin 6n maddesi olan 2,4-diklorofenoliin uzun siireli etkide C.
auratus’da karaciger dokusunda uygulanan tiim derisimlerde GSH/GSSG oranini
azaltt1g1, yliksek derisimde oranin kontrol degerlerine yakin oldugu belirlenmistir. Bu
durum GSH dengesini saglayabilmek lizere adaptif bir yanit olarak agiklanmaktadir
(Zhang ve ark, 2004). OP dichlorvosun LCgs derisimi etkisinde Olmeyen A.
anguilla’da karacigerde GSH/GSSG oraninin olenlerdekine oranla arttigi veya
normal diizeyde kaldig1 saptanmistir (Pena-Llopis ve ark, 2003a).

N-asetilsisteinin GSSG miktarinda kontrole gore meydana getirdigi siireye
bagl artis, GSH miktarinda gozlenen siireye bagli azalma ile orantilidir. Bu durum
ylksek dozlarda bu bilesigin oksidatif stresi indiikleme etkisiyle iliskili olabilir.
NAC’nin fenthion ile birlikte uygulanmasi, kisa siireli etkide GSH/GSSG oraninda
artisa neden olmaktadir. NAC ve fenthionun birlikte, fenthion uygulanmasina gore
GSH/GSSG oranint daha diisiik diizeyde arttirmis olmasi yiliksek dozda NAC’nin
oksidatif stres olusturma potansiyeline baglanmaktadir.

Tiim gruplarda orta ve uzun siireli depurasyon siirecinde GSH/GSSG oraninda
meydana gelen azalma, 4 giinlilk depurasyon siiresinin bu bilesiklerin pro-oksidant
etkilerinin giderilmesinde yeterli olmadigim1 gdstermektedir. Brachydanio rerio’da

karacigerde iki hafta bakir etkisinden sonra iki hafta temiz suda birakilan baliklarda
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GSH miktar1 ile GST aktivitesinin yiiksek oldugu ve oksidatif stresin depurasyon
siirecinde de devam ettigi bildirilmektedir (Paris-Palacios ve ark., 2000).

v-Glutamilsisteinil sentetaz hiicre i¢i GSH sentezinin ilk ve sinirlayic
basamagini katalizleyen enzimdir (Griffith, 1999). O. niloticus’da beyin dokusunda
v-GCS aktivitesi ol¢iilememistir. Aktivitenin 6l¢lim sinirlarinin altinda kalmis oldugu
diistiniilmektedir. Beyin dokusunda y-GCS aktivitesinin diger dokulara oranla diisiik
oldugu bildirilmektedir (Dringen, 2000). y-GCS aktivitesi ile ilgili baliklarda yapilan
caligmalar sinirli sayida olup (Stephensen ve ark., 2002; Pena-Llopis ve ark., 2003a;
Meyer ve ark.,, 2003), balik beyin dokusu ile ilgili baska bir c¢alismaya
rastlanmamustir. |. punctatus’da karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda y-GCS
aktivitesinin 6l¢iilmesi ile bu dokularin bagimsiz bir sekilde GSH sentezi yapabildigi
bildirilmektedir (Gallagher ve DiGiulio, 1992). Beyin kapillerleri ve endotel
hiicrelerinde sodyum-bagimli GSH tasiyicilarinin  bulundugu son c¢alismalarla
gosterilmistir (Dringen, 2000). Bu tasiyicilarin kandan beyine GSH aktarilmasindaki
ve beyin GSH homeostasisinin korunmasindaki etki diizeyleri heniiz agiklanmay1
bekleyen bir konudur.

Glutatyon peroksidaz, H,O, ve lipid peroksitlerini indirgerken, GSH’in
GSSG’ye yiikseltgenmesini katalizleyen enzimdir ve bdylece oksidatif strese karsi
O6nemli bir savunma olusturmaktadir (Winston ve DiGiulio, 1991).

2,4-diklorofenol etkisinde C. auratus’da karacigerde GPx aktivitesinin arttig1
belirlenmistir. Bu artisin GPx’in CAT’a oranla H,O;’in detoksifikasyonunda daha
etkili bir antioksidant enzim olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Zhang ve
ark., 2005). Insan eritrositlerinde OP malathion ve karbamatli propoxur etkisinde
GPx aktivitesinde gozlenen artisin oksidatif stresten kaynaklanan lipid
hidroperoksitlerini detoksifiye etme amagli oldugu ileri siiriilmiistiir (Banerjee ve
ark., 1999). Bu ¢alismada kisa siireli etkide tiim gruplarda GPx aktivitesinde kontrole
gbre artis meydana gelmistir ve diger etki siirelerinde aktivite kontrol diizeyine
inmigtir. Aktivite artisinin ilk etki siiresinde bu bilesiklerin pro-oksidant etkilerine
kars1 adaptif bir yanit oldugu diistiniilmektedir.

Glutatyon peroksidaz substrat olarak GSH’1 kullanan bir enzimdir. Fenthion ve

NAC’nin birlikte etkisinde orta siireli etkide GPx aktivitesinde gozlenen azalmanin
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GSH miktarindaki azalmaya bagli oldugu diisiiniilmektedir. Beyin dokusunda OP
dichlorvos etkisinde C. carpio’da GPx aktivitesinde meydana gelen artigin artan
GSH miktarina bagli oldugu bildirilmektedir (Hai ve ark., 1997). Kagit fabrikas1 atik
sularinda yasayan C. punctatus’da solungag¢ ve bobrek dokularinda GPx aktivitesinde
gozlenen azalma, bu dokularin peroksitlerin etkisini notralize etme kapasitelerinin
yetersiz oldugu seklinde yorumlanmistir. GPx aktivitesindeki azalmaya paralel
olarak her iki dokuda da GSH miktarinda azalma meydana gelmektedir (Ahmad ve
ark., 2000). Endiistriyel kirletici TCB etkisinde O. mykiss’de karaciger, solungag ve
kas dokularinda GSH enjeksiyonu ile artan GSH miktarima bagli olarak GPx
aktivitesinin arttigl, BSO enjeksiyonu ile azalan GSH miktarina bagl olarak da GPx
aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Otto ve ark., 1997).

Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda GSSG’yi GSH’a indirgeyerek hiicre ici
GSH derisiminin dengelenmesinde rol oynayan bir enzimdir (Pena-Llopis ve ark.,
2001). Bu ¢alismada GR aktivitesinde etki ve depurasyon siirelerinde kontrole gore
degisiklik saptanmamustir.

Biitiyonin siilfoksimin ve fenthionun birlikte etkisinde GR aktivitesi ayri
uygulanmalarina oranla azalmaktadir. Yeni GSH molekiillerinin sentezi
gerceklesmeden GR aktivitesinde meydana gelen azalmanin GSH azalmasi ile
orantil1 olabilecegi bildirilmektedir (Zhang ve ark., 2005). Herbisid molinate etkisine
duyarli A. anguilla’da kas dokusunda GSH miktarlarindaki azalmaya paralel olarak
GR aktivitesinin de azaldigi saptanmustir. Direngli olan baliklarda ise GR
aktivitesinin kontrole yakin oldugu ve bu nedenle GR aktivitesinin oksidatif strese
diren¢ ile dogru orantili oldugu da belirtilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2001).
Fungusid thiram etkisinde insan deri fibroblastlarinda GSH miktar1 ile birlikte GR
aktivitesindeki azalmanin oksidatif dengesizlige yol agarak oksidatif stresi
indiikledigi belirtilmektedir (Cereser ve ark., 2001).

Glutatyon S-transferaz substrat olarak GSH’1 kullanarak elektrofilik
bilesiklerin ve bunlarin yaninda lipid hidroperoksitlerinin detoksifiye edilmesinde rol
alan bir enzimdir (Eaton ve Bammler, 1999).

Fenthionun tiim siirelerde GST aktivitesinde degisiklife neden olmamasi

uygulanan derisimin etki i¢in yeterli olmamasina baglanmaktadir. Sican beyin
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dokusunda OP malathion ve anilofosun ayr1 ve birlikte etkilerinde GST aktivitesinin
degismedigi bulunmustur (Hazarika ve ark., 2003). OP insektisid azinphos-methyl ve
herbisid 2,4-D’nin ayr1 ve birlikte etkilerinde O. niloticus’da karaciger dokusunda
GST aktivitesinin degismedigi saptanmis ve aktivitedeki degisimin ksenobiyotigin
tipine, derisimine ve etki siiresine bagli oldugu bildirilmistir (Orug ve Uner, 2000).

Bu c¢alismada NAC kisa siireli etkide GST aktivitesinde azalmaya neden
olmustur. GST, GPx ile benzer olarak lipid hidroperoksitlerinin detoksifikasyonunda
rol oynayan bir enzimdir. Kisa siireli NAC etkisinde GPx aktivitesinde meydana
gelen artisin, iki enzim arasindaki substrat yarisina bagli olarak GST aktivitesinin
azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Baliklarda GPx enziminin kolaylikla indiiklenemedigi ve GST enziminin
organik peroksitleri uzaklastirmada GPx’e gore 6nemli oldugu tahmin edilmektedir.
Triklorobifenil enjekte edilen O. mykiss’de solungag dokusunda TCB enjeksiyonu ile
GST ve GPx aktivitelerinin kontrole gore arttigi belirlenmistir (Otto ve ark., 1997).
Lipid peroksitlerinin detoksifiye edilmesiyle ilgili olarak GST ve GPx {izerine yeni
calismalarin yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (Stephensen ve ark., 2002). Bu
calismada BSO’nun orta ve uzun siireli etkide GST aktivitesinde meydana getirdigi
artisgin ayn1 siirelerde MDA miktarindaki siireye bagli artistan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

O. niloticus’da NAC ve fenthion birlikte kisa depurasyon siirecinde GST
aktivitesinde 6nemli diizeyde artisa neden olmustur. Bu artisin NAC’nin indiikledigi
oksidatif stres ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. A. anguilla’da kas dokusunda 96
saat etki stiresinde NAC ve OP dichlorvosun birlikte ve ayr1 uygulanmalarinda GST
aktivitesinin Onemli diizeyde artis gosterdigi bulunmustur (Pena-Llopis ve ark.,
2003a).

Glutatyon bir¢ok hiicre tarafindan dogrudan alinamaz. Bu nedenle GSH’in
Once yapitasi olan amino asitlere hidrolize edilmesi gerekmektedir (Hanigan, 1998).
v-GT GSH igeren bilesiklerdeki veya GSH’daki y-glutamil halkasinin koparilmasini
katalizleyen enzimdir. Aktif merkezi hiicre disarisinda bulunan membran-bagimli bu
enzimin aktivitesi ile aciga c¢ikan iirlinler hiicre igerisine alinarak, ileri metabolik

olaylarda kullanilmaktadir (Pena-Llopis ve ark., 2001).
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Bu calismada depurasyon siirecinde, NAC’nin tek ve BSO ile fenthion birlikte
uygulanmasinda y-GT aktivitesinde artis meydana getirmistir. y-GT aktivitesinde
gozlenen artigin enzimin plazmadaki GSH’1in dokuya alinmasini saglayarak azalan
miktar1 dengelemek i¢in oldugu diistiniilmektedir.

Organofosforlu dichlorvos etkisinde A. anguilla’da kas dokusunda y-GT
aktivitesinde meydana gelen azalmanin karacigerden plazmaya salinan GSH’daki
azalmaya bagli olabilecegi bildirilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2003a).
Organoklorlu pestisid lindan, OP malathion ve karbamatli propoxur etkisinde insan
lenfositlerinde y-GT aktivitesinin arttigi saptanmustir. y-GT aktivitesindeki artigin,
enzimin hiicre i¢i GSH homeostasisini saglamak amaciyla yapitaglarinin hiicre igine
alinmasi ile ilgili oldugu bildirilmektedir (Banerjee ve ark., 1999).

Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu sirasinda GST tarafindan olusturulan GSH
konjugatlar1 y-GT tarafindan hiicre disina atilmaktadir (Leblanc ve Dauterman,
2000). BSO etkisinde y-GT aktivitesindeki artisin GST aktivitesindeki artis
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.

Poliansatiire yag asitlerinin ROS’un ag¢ik hedefleri olmalar1 ve hiicre
membraninda yogun bulunmalar1 nedeniyle, bu bilesiklerin peroksidasyonlari
oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir (Li ve ark., 2003). GSH miktarinin ve diger
antioksidant savunmanin diisiik olmasit ve yliksek poliansatiire yag asiti igerigi
nedeniyle beyin dokusu lipid peroksidasyonuna olduk¢a agik bir sistemdir (Pena-
Llopis ve ark., 2001).

Bu c¢alismada lipid peroksidasyonunda kontrole goére Onemli bir degisim
bulunmamistir. BSO’nun ayr1 ve fenthion ile birlikte uygulandigi gruplarda gézlenen
stireye bagl artigin ayni slirelerde GSH miktarindaki siireye bagl azalma ile iligkili
oldugu diistiniilmektedir.

Organofosforlu dichlorvos etkisinde C. carpio’da beyin dokusunda lipid
peroksidasyonunda meydana gelen azalmanin GSH miktarindaki artisa bagh
olabilecegi bildirilmektedir (Hai ve ark., 1997). Sican akciger dokusunda pestisid
fosfin ve BSO birlikte GSH miktarin1 azaltarak lipid peroksidasyonunun artigina
neden olmaktadir. Bu durum GSH’1n fosfin kaynakli oksidatif hasarin giderilmesinde

onemli rol oynadigim1 gostermektedir (Hsu ve ark., 2002). Fare kortikal néronal
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hiicre kiiltiirlerinde BSO ve bakirin birlikte uygulanmasinin lipid peroksidasyonunu
arttirdigi bildirilmistir (White ve Cappai, 2003).

Asetilkolinesteraz, norotransmitter asetilkolinin asetat ve koline pargalanmasini
katalizleyen enzimdir ve baliklarda OP kirlenmesinin baslica biyomarkir1 olarak
kullanilmaktadir (Dembele ve ark., 2000; Ferrari ve ark., 2004).

Fenthionun tiim uygulanmalarinin O. niloticus’da AChE’yi inhibe ettigi ilk kez
bu ¢alisma ile gosterilmistir. Bu inhibisyon fenthion etkisinde %39-50 ve NAC ile
fenthionun birlikte etkisinde %33-42 olmak {izere tiim siirelerde benzer diizeylerde
gerceklesmistir. OP azamethiphos etkisinde A. anguilla, D. labrax ve O. mykiss’de
beyin dokularinda gozlenen AChE inhibisyonunun  siireye bagli olmadigi
belirlenmistir (Intorre ve ark., 2004).

Biitiyonin siilfoksimin ve fenthionun birlikte, AChE aktivitesinde meydana
getirdigi inhibisyon (%33-69) GSH miktarindaki azaltic1 etkisi gibi siireye baglidir.
Bu grupta uzun siireli etkide AChE inhibisyonunun NAC ve fenthionun birlikte
etkisine gore fazla olmasi, uzun siireli etkide GSH miktarindaki azalma ile benzerlik
gostermektedir. Bu durumun oksidatif stresin indiiklenmesi ile AChE inhibisyonunun
artmasi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Organofosforlu dichlorvos etkisinde A. anguilla’da beyin dokusunda NAC
iceren suya aktarilan baliklarda aktivite geri kazaniminin temiz suya aktarilan
baliklara oranla yiiksek oldugu belirlenmistir. Serbest radikallerin AChE aktivitesi ile
ilgili bir amino asitin oksidasyonuna neden olabilecegi, bunun da enzimin
inhibisyonunu saglayacagi belirtilmektedir. Bununla birlikte NAC uygulanmasi ile
oksidatif stres azalmasina bagli olarak aktivite geri kazaniminin daha kolay
olabilecegi bildirilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2003b).

Bu ¢aligmada, NAC ve fenthionun birlikte uygulandig1 grupta fenthionun ayri
uygulanmasina gore etki ve depurasyon siirelerinde AChE inhibisyonunda fark
olmamasi1 NAC’nin uygulanan dozda oksidatif yanitlar olugturmasi ile iligkili oldugu
distiniilmektedir.

N-asetilsistein ve BSO uygulanmalarinin AChE aktivitesini arttirmasi ile ilgili
baska bir caligmaya rastlanmamistir ve bu konu aydinlatilmasi1 gereken ilging bir

bulgu olarak degerlendirilmektedir.
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Geri kazanim antikolinesteraz inhibitoriiniin  etkisinden sonra enzim
aktivitesinde meydana gelen artis seklinde tanimlanmaktadir (Sancho ve ark., 1998).
OP pestisid monocrotophos etkisinde O. mossambicus beyin dokusunda azalan
aktivitenin 21 giinlik periyod sonunda %95 oraninda geri kazanildig
bildirilmektedir (Rao, 2004). OP pestisid chlorfenvinphos etkisinde C. carpio’da
beyin AChE aktivitesinin 8. giin sonunda %81 geri kazanildig1 ve bu geri kazanimin
inhibe olan enzimin defosforilasyonuna ve de novo sentezi ile yeniden
olusturulmasina bagli oldugu bildirilmektedir (Dembele ve ark., 1999).

Bu ¢alismada fenthion uygulanan tiim gruplarda depurasyon siirecinde AChE
aktivitesinde geri kazanim meydana gelmemistir. Depurasyon siirecinde aktivite geri
kazaniminda defosforilasyon ve enzimin de novo sentezi i¢in daha uzun siireler

gerektigi diigiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

. Fenthion toksisitesinde GSH metabolizmasinin yer aldig1 gdsterilmistir.

Biitiyonin siilfoksimin ve fenthionun birlikte uygulanmasinda toksisitede

artis belirlenmistir.

. Uygulanan NAC miktarinin koruyucu dozun {izerinde oldugu ve GSH

metabolizmasini etkileyerek toksik yanitlar olusturdugu belirlenmistir.
O. niloticus’da beyin dokusunda y-GCS aktivitesi 6l¢lim sinirlarinin altinda

kalmasi nedeniyle belirlenememistir.

. Fenthionun diisiik derisimlerdeki etkisini go6zleyebilmek i¢cin AChE’nin

onemli bir indikator enzim oldugu saptanmistir.

MDA miktarinda degisiklik saptanmamasit uygulanan bilesiklerin
indiikledigi oksidatif stresin antioksidant savunma mekanizmasi tarafindan
giderildigini gostermektedir.

Dort giinliik depurasyon siiresi belirlenen etkilerin giderilmesi icin yeterli

olmamustir.

Bu caligmada elde edilen bulgular;

1.

N-asetilsistein ve BSO uygulamalarinda AChE aktivitesinde goézlenen
artisin ~ aydinlatilabilmesi  i¢in  yeni  calismalarin  planlanmasi
distiniilmektedir.

Fenthion, BSO ve NAC’nin O. niloticus’da beyin dokusunda GSH
metabolizmasi, lipid peroksidasyonu ve AChE enzim aktivitesine etkileri
ile ilgili yeni bilgiler saglamasi agisindan biyokimyasal toksikoloji alaninda
yapilan ¢alismalara katki saglayacaktir.

Bulgular iilkemizde ve yurt disinda ¢evre koruma g¢aligmalarinin kirlilik
izleme programlarinda ve ekotoksikolojik risk  degerlendirme

calismalarinda kullanilabilecektir.

98



KAYNAKLAR

AHMAD 8., 1995. Antioxidant Mechanisms of Enzymes and Proteins (S. Ahmad
Editor), Oxidative Stress and Antioxidant Defences in Biology. Chapman &
Hall, America, s 238-265.

AHMAD, I., HAMID, T., FATIMA, M., CHAND, H.S., JAIN, S.K., ATHAR, M.,
RAISUDDIN, S., 2000. Introduction of hepatic antioxidant in freshwater
catfish (Channa punctatus Bloch) is a biomarker of paper mill effluent
exposure. Biochemica et Biophysica Acta, 1523: 37-48.

AKERMAN, G., AMCOFF, P., TJARNLUND, U., FOGELBERG, K.,
TORRISSEN, O., BALK, L., 2003. Paraquat and menadione exposure of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) — studies of effects on the pentose-
phosphate shunt and thiamine levels in liver and kidney. Chemico-Biological
Interactions, 142: 269-283.

AKGUN, E., CALISKAN, C., CELIK, H.A., OZUTEMIZ, A.O., TUNCYUREK,
M., AYDIN, H.H., 2005. Effects of N-acetylcysteine treatment on oxidative
stress in acetic acid-induced experimental colitis in rats. The Journal of
International Medical Research 33: 196-206.

ALMLI, B., EGAAS, E., CHRISTIANSEN, A., EKLO, O.M., LODE, O,
KALLQVIST, T., 2002. Effects of three fungicides alone and in combination
on glutathione S-transferase activity (GST) and cytochrome P-450 (CYP 1A1)
in liver and gill of brown trout (Salmo trutta). Marine Environmental Research,
54:237-240.

ALTUNTAS, 1., DELIBAS, N., 2002. The effects of fenthion on lipid peroxidation
and some liver enzymes: the possible protective role of vitamins E and C.
Turkish Journal of Medicine Research, 32: 293-297.

ANDERSON, M.E., 1985. Determination of glutathione and glutathione disulfide in
biological samples. Methods in Enzymology, 113: 548-555.

ANDERSON, M.E., 1998. Glutathione: an overview of biosynthesis and modulation.
Chemico-Biological Interactions, 111-112: 1-14.

99



APHA, AWWA, WPCF, 1981. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, American Public Health Association, Washington, USA, 1134 s.

ARTEEL, G.E., SIES, H., 2001. The biochemistry of selenium and the glutathione
system. Environmental Toxicology and Pharmacology. 10: 153-158.

ARTHUR, J.R., 2000. The glutathione peroxidases. Cellular and Molecular Life
Sciences, 57: 1825-1835.

BAGCHI, D., BAGCHI, M., HASSOUN, E.A., STOHS, S.J., 1995. In vitro and in
vivo generation of reactive oxygen species, DNA damage and lactate
dehydrogenase leakage by selected pesticides. Toxicology, 104: 129-40.

BAGCHI, D., BAGCHI, M., TANG, L., STOHS, S.J., 1997. Comparative in vitro
and in vivo protein kinase C activation by selected pesticides and transition
metal salts. Toxicology Letters, 91: 31-37.

BANERJEE, B.D. SETH, V., BHATTACHARYA, A., PASHA, S.T,
CHAKRABORTY, A.K., 1999. Biochemical effects of some pesticides on
lipid peroxidation and free-radical scavengers. Toxicology Letters, 107: 33-47.

BEUTLER, E., 1984. Red Cell Metabolism: A Manual of Biochemical Methods, ond
Ed. Grune and Starton, New York, 160s.

BHARATH, S., HSU, M., KAUR, D., RAJAGOPALAN, S., ANDERSEN, J.K.,,
2002. Glutathione, iron and Parkinson’s disease. Biochemical Pharmacology,
64: 1037-1048.

BIRGHAM, S., 2005. Environmental impacts of pesticide pollution. The
Environment Agency, UK. http:// www. environment- agency. gov. uk/ yourenv/

eff/business_industry/agri/pests/917483/?version=1&lang= ¢
BLUVSHTEIN, E., GLASS, G.A., VOLOHONSKY, G., YAAKUBOWITZ, M.,

HERNESS, E., SMORODINSKY, N.., SEIDEL, A. FRANK, H,
STEINBERG, P., STARK, A.A., 1999. Inhibition of the hydrolytic and
transpeptidase activities of rat kidney y-glutamyl transpeptidase by specific
monoclonal antibodies. European Journal of Biochemistry, 260: 844-854.

BULLOCK, S., DAVEY, B., EINON, G., ROBINSON, D., STIRLING, V.,
TAYLOR, A., 1998. Neurobiology (Robinson, D., Editor). Springer- Verlag,
New York, 371s.

100



CABRAS, P., PLUMITALLO, A., SPANEDDA, L., 1991. High-performance liquid
chromatographic separation of fenthion and its metabolites. Journal of
Chromatography, 540A: 406-410.

CARLBERG, I., MANNERVIK, B., 1975. Purification and characterization of the
flavoenzyme glutathione reductase from rat liver. The Journal of Biological
Chemistry. 250: 5475-5480.

CERESER, C., BOGET, S., PARVAZ, P., REVOL, A., 2001. Thiram-induced
cytotoxicity is accompained by a rapid and drastic oxidation of reduced
glutathione with consecutive lipid peroxidation and cell death. Toxicology,
163: 153-162.

CHAUDIERE, J., FERRAI-ILIOU, R., 1999. Intracellular antioxidants: from
chemical to biochemical mechanism. Food and Chemical Toxicology, 37: 949-
962.

CHUIKO, G.M., 2000. Comparative study of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase in brain and serum of several freshwater fish: specific
activities and in vitro inhibition by DDVP, an organophosphorous pesticide.
Comparative Biochemistry and Physiology, 127C: 233-242.

CHUIKO, G.M., PODGORNOYA, V.A., ZHELNIN, Y.Y., 2003.
Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activities in brain and plasma of
freshwater teleosts: cross-species and cross-family differences. Comparative
Biochemistry and Physiology, 135B: 55-61.

CNUBBEN, N.H.P., RIETJENS, LM.C.M., WORTELBOER, H., van ZANDEN, J.,
van BLADEREN, P.J., 2001. The interplay of glutathione-related processes in
antioxidant defense. Environmental Toxicology and Pharmacology, 10: 141-
152.

DAS, B.K., MUKHERIJEE, S.C., 2000. Chronic toxic effects of quinalphos on some
biochemical parameters in Labeo rohita (Ham.). Toxicology Letters, 114: 11-
18.

DAS, B.K., MUKHERIJEE, S.C., 2003. Toxicity of cypermethrin in Labeo rohita
fingerlings: biochemical, enzymatic and haematological consequences.

Comparative Biochemistry and Physiology, 134C: 109-121.

101



DEMBELE, K., HAUBRUGE, E., GASPAR C., 2000. Concentration effects of
selected insecticides on brain acetylcholinesterase in the common carp
(Cyprinus carpio L.). Ecotoxicology and Environmental Safety, 45: 49-54.

DEMBELE, K., HAUBRUGE, E., GASPAR, C., 1999. Recovery of
acetylcholinesterase activity in the common carp (Cyprinus carpio L.) after
inhibition by organophosphate and carbamate compounds. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, 62: 731-742.

DIERICKX, P.J., 1998. Increased cytotoxic sensitivity of cultured FHM fish cells by
simultaneous treatment with sodium dodecyl sulfate and buthionine
sulfoximine. Chemosphere, 36: 1263-1274.

DORVAL, J., HONTELA, A., 2003. Role of glutathione redox cycle and catalase in
defense against oxidative stress induced by endosulfan in adrenocortical cells
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Toxicology and Applied
Pharmacology, 192: 191-200.

DORVAL, J., LEBLOND, V.S., HONTELA, A., 2003. Oxidative stress and loss of
cortisol secretion in adrenocortical cells of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) exposed in vitro to endosulfan, an organochlorine pesticide. Aquatic
Toxicology, 63: 229-241.

DRINGEN, R., 2000. Metabolism and functions of glutathione in brain. Progress in
Neurobiology, 62: 649-671.

DWIVEDI, P.D., DAS, M., KHANNA, S.K., 1998. Role of cytochrome p-450 in
quinalphos toxicity: effect on hepatic and brain antioxidant enzymes in rats.
Food and Chemical Toxicology, 36: 437-444.

EATON, D.L., BAMMLER, T.K., 1999. Concise review of the glutathione S-
transferases and their significance to toxicology. Toxicological Sciences, 49:
156-164.

ELIA, A.C., WALKER, W.T., NORTON, S.J., 2002. Biochemical responses of
bluegill sunfish (Lepomis macrochirus Rafinesque) to atrazine induced
oxidative stress. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 68:

809-816.

102



ELLMAN, G.L., COURTNEY, K.D., ANDRES, V., FEATHERSTONE, R.M.,
1961. A new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase

activity. Biochemical Pharmacology, 7: 88-95.

FABACHER, D.L., LITTLE, E.E., 2000. Diversity of Fish, Early Observations and
Descriptions, Fish in Experimentation. (Ostrander, G.K. Editér) The Handbook
of Experimental Animals. The Laboratory Fish. Academic Press, London,
678s.

FERENCZY, J., SZEGLETES, T., BALINT, T., ABRAHAM, M., NEMCSOK, J.,
1997. Characterization of acetylcholinesterase and its molecular forms in
organs of five freshwater teleosts. Fish Physiology and Biochemistry, 16: 515-
529.

FERNANDEZ-VEGA, C., SANCHO, E., FERRANDO, M.D., ANDREU, E., 2002.
Thiobencarb-induced changes in acetylcholinesterase activity of the fish
Anguilla anguilla. Pesticide Biochemistry and Physiology, 72: 55-63.

FERRARI, A., VENTURINO, A., PECHEN de D’ANGELO, A.M., 2004. Time
course of brain cholinesterase inhibition and recovery following acute and
subacute azinphosmethyl, parathion and carbaryl exposure in the goldfish
(Carassius auratus). Ecotoxicology and Environmental Safety, 57: 420-425.

FULTON, M.H., KEY, P.B., 2001. Acetylcholinesterase inhibition in estuarine fish
and invertebrates as an indicator of organophosphorous insecticide exposure
and effects. Environmental Toxicology and Chemistry, 20: 37-45.

GALLAGHER, E.P., Di GIULIO, R.T., 1992. A comparison of glutathione-
dependent enzymes in liver, gills and posterior kidney of channel catfish
(Ictalurus punctatus). Comparative Biochemistry and Physiology, 102C: 543-
547.

GALLAGHER, E.P., HASSPIELER, B.M., Di GIULIO, R.T., 1992. Effects of
buthionine sulfoximine and diethyl maleate on glutathione turnover in the
channel catfish. Biochemical Pharmacology, 43: 2209-2215.

GRIFFITH, O.W., 1980. Determination of glutathione and glutathione disulfide
using glutathione reductase and 2-Vinylpyridine. Analytical Biochemistry,
106: 207-212.

103



GRIFFITH, O.W., 1999. Biologic and pharmacologic regulation of mammalian
glutathione synthesis. Free Radical Biology and Medicine, 27: 922-935.

GURER, H., OZGUNES, H., NEAL, R., SPITZ, D.R.,, ERCAL, N., 1998.
Antioxidant effects of N-acetylcysteine and succimer in red blood cells from
lead-exposed rats. Toxicology, 128: 181-189.

HABIG, W.H., PABST, M.]., JAKOBY. W.B., 1974. Glutathione S-transferases.
The first enzymatic step in mercapturic acid formation. The Journal of
Biological Chemistry, 249: 7130-7139.

HAI, D.Q., VARGA, Sz.I., MATKOVICS, B., 1997. Organophosphate effects on
antioxidant system of carp (Cyprinus carpio) and catfish (Ictalurus nebulosus).
Comparative Biochemistry and Physiology, 117C: 83-88.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.M.C., 1999. Free Radicals in Biology and
Medicine. Oxford University Press Inc. New York, 936s.

HAMED, R.R., ELAWA, S.E., FARID, N.M., ATAYA, F.S., 1999. Evaluation of
detoxification enzyme levels in Egyptian catfish, Clarias lazera, exposed to
dimethoate. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 63:
789-796.

HANIGAN, M.H., 1998. y-Glutamyl transpeptidase, a glutathionase: its expression
and function in carcinogenesis. Chemico-Biological Interactions, 111-112:
333-342.

HAZARIKA, A., SARKAR, S.N., HAJARE, S., KATARIA, M, MALIK, J.K., 2003.
Influence of malathion pretreatment on the toxicity of anilofos in male rats: a
biochemical interaction study. Toxicology, 185: 1-8.

HSU, C., CHI, B, LIU, M., L1, J., CHEN, C., CHEN, R., 2002. Phosphine-induced
oxidative damage in rats: role of glutathione. Toxicology, 179: 1-8.

http://www.abcbirds.org/pesticides/Profiles/fenthion.htm

http://www.fishbase.org

INTORRE, L., SOLDANI, G., COGNETTI-VARRIALE, A.M., MONNI, G.,
MEUCCI, V., PRETTI, C., 2004. Safety of azamethiphos in eel, sea bass and
trout. Pharmacological Research, 49: 171-176.

104



JAIN, A., MARTENSSON, J., STOLE, E., AULD, P.A.M., MEISTER, A., 1991.
Glutathione deficiency leads to mitochondrial damage in brain. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 88: 1913-1917.

JEFFERIES, H., COSTER, J., KHALIL, A., BOT, J., MCCAULEY, R.D., HALL,
J.C., 2003. Glutathione. ANZ Journal of Surgery, 73: 517-522.

JOKANOVIC, M., 2001. Biotransformation of organophosphorous compounds.
Toxicology, 166: 139-160.

KELLY, S.A., HAVRILLA, C.M., BRADY, T.C., ABROMA, K.H., LEVIN, E.D.,
1998. Oxidative stress in toxicology: Established mammalian and emerging
piscine model systems. Environmental Health Perspectives, 106: 375-384.

KIDD, P.M., 1997. Glutathione: systemic protectant against oxidative and free
radical damage. Alternative Medicine Reviews, 2: 155-176.

KINNEAR, P.R., GRAY, C.D., 1995. SPSS for Windows Made Simple. Lawrence
Erlbaum Associates, East Sussex, UK, 275s.

KITAMURA, S., KADOTA, T., YOSHIDA, M., JINNO, N., OHTA, S., 2000.
Whole-body metabolism of the organophosphorus pesticide, fenthion, in
goldfish, Carassius auratus. Comparative Biochemistry and Physiology, 126C:
259-266.

KITAMURA, S., SUZUKI, T., OHTA, S., FUIIMOTO, N., 2003. Antiandrogenic
activity and metabolism of organophosphorus pesticide fenthion and related
compounds. Environmental Health Perspectives, 111: 503-508.

KWONG, T.C., 2002. Organophosphate pesticides: biochemistry and -clinical
toxicology. Therapeutic Drug Monitoring, 24: 144-149.

LACORTE, S., JEANTY, G., MARTY, J.L., BARCELO, D., 1997. Identification of
fenthion and temephos and their transformation products in water by high
performance liquid chromatography with diode array detection and
atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometric detection. Journal
of Chromatography, 777A: 99-114.

LEBLANC, G.A., DAUTERMAN, W.C., 2000. Conjugation and Elimination of
Toxicants, (E. Hodgson; R.C. Smart, Editorler). Introduction to Biochemical

Toxicology. Wiley and Sons Inc., United States of America, s 115-135.

105



LI, W., YIN, D., ZHOU, Y., HU, S., WANG, L., 2003. 3,4 dichloroaniline-induced
oxidative stress in liver of crucian carp (Carassius auratus). Ecotoxicology and
Environmental Safety, 56: 251-255.

LINDSTROM-SEPPA, P. L., ROY, S., HUUSKONEN, S., TOSSAVAINEN, K.,
RITOLA, O., MARIN, E., 1996. Biotransformation and glutathione
homeostasis in rainbow trout exposed to chemical and physical stress. Marine
Environmental Research, 42: 323-327.

LOWRY, O.H., ROSENBROUGH, N.J., FARR, A.L., RANDALL, R.J., 1951.
Protein measurement with the Folin-phenol reagent. The Journal of Biological
Chemistry, 193: 265-257.

LU, S.C., 1999. Regulation of hepatic glutathione synthesis: current concepts and
controversies. The FASEB Journal, 13: 1169-1183.

MACHALA, M., DRABEK, P., NECA, J., KOLAROVA, J., SVOBODOVA, Z.,
1998. Biochemical markers for differentiation of exposures to nonplanar
polychlorinated  biphenyls, organochlorine  pesticides, or 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin in trout liver. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 41: 107-111.

MAHBOOB, M., KALEEM, M., SIDDIQUI, J., 2004. Effects of a novel
organophosphorus pesticide (RPR-V) on extra hepatic detoxifying enzymes
after repeated oral doses in rats. Toxicology, 202: 159-164.

MARONI, M., COLOSIO, C., FERIOLI, A., FAIT, A., 2000. Organophosphorous
pesticides. Toxicology, 143: 9-37.

MATES, J.M., 2000. Effects of antioxidant enzymes in the molecular control of
reactive oxygen species toxicology. Toxicology, 153: 83-104.

MATHER-MIHAICH, E., Di GIULIO, R. T., 1986. Antioxidant enzyme activities
and malondialdehyde, glutathione and methemoglobin concentrations in
channel catfish exposed to DEF and n-butyl mercaptan. Comparative
Biochemistry and Physiology, 85C: 427-432.

MEISTER, A., ANDERSON, M.E., 1983. Glutathione. Annual Review of
Biochemistry, 52: 711-760.

106



MEYER, J.N., SMITH, J.D., WINSTON, G.W. Di GIULIO, R.T., 2003.
Antioxidant defenses in Kkillifish (Fundulus heteroclitus) exposed to
contaminated sediments and model pro-oxidants: short-term and heritable
responses. Aquatic Toxicology, 65: 377-395.

MULLIE, W.C., DIALLO, A.O., GADIJI, B., N'DIAYE, M.D., 1999. Environmental
hazards of mobile ground spraying with cyanophos and fenthion for Quelea
control in Senegal. Ecotoxicology and Environmental Safety, 43: 1-10.

NEHRU, B., KANWAR, S.S., 2004. N-acetylcysteine exposure on lead-induced
lipid peroxidative damage and oxidative defense system in brain regions of
rats. Biological Trace Element Research 101: 257-264.

NILSSON, G.E., 1996. Brain and body oxygen requirements of Gnathonemus
petersii, a fish with an exceptionally large brain. The Journal of Experimental
Biology, 199: 603-607.

OHKAWA, H., OHISHI, N., TAGI, K., 1979. Assay for lipid peroxides in animal
tissues by thiobarbituric acid reaction. Analytical Chemistry, 95: 351-358.
ORLOWSKI, M., MEISTER, A., 1965. Isolation of y-glutamyl transpeptidase from

hog kidney. The Journal of Biological Chemistry, 240: 338-347.

ORUC, E.O., UNER, N., 2000. Combined effects of 2,4-D and azinphosmethyl on
antioxidant enzymes and lipid peroxidation in liver of Oreochromis niloticus.
Comparative Biochemistry and Physiology, 127C: 291-296.

OTTO, D.M.E., SEN, C.K., HIDIROGLOU, N., MADERE, R., MOON, T.W., 1997.
Role of exogenous glutathione in teleost fish and its effects on antioxidant
defense responses in rainbow trout exposed to 3,2’.4,4-tetrachlorobiphenyl.
Fish Physiology and Biochemistry, 16: 449-457.

PAN, G., DUTTA, H.M., 1998. The inhibition of brain acetylcholinesterase activity
of juvenile largemouth bass Micropterus salmoides by sublethal concentrations
of diazinon. Environmental Research, 79A: 133-137.

PARIS-PALACIOS, S., BIAGIANTI-RISBOURG, S., VERNET, G., 2000.
Biochemical and (ultra)structural hepatic perturbations of Brachydanio rerio
(Teleostei, Cyprinidae) exposed to two sublethal concentrations of copper

sulfate. Aquatic Toxicology, 50: 109-124.

107



PEHKONEN, S.0., ZHANG, Q., 2002. The degradation of organophosphorus
pesticides in natural waters: A critical review. Critical Reviews in
Environmental Science and Technology, 32: 17-72.

PENA, S., PENA, J.B., RIOS, C., SANCHO, E., FERNANDEZ, C., FERRANDO,
M.D., 2000. Role of glutathione in thiobencarb resistance in the European eel
Anguilla anguilla. Ecotoxicology and Environmental Safety, 46: 51-56.

PENA-LLOPIS, S., FERRANDO, M.D., PENA, J.B., 2002. Impaired glutathione
redox status is associated with decreased survival in two organophosphate-
poisoned marine bivalves. Chemosphere, 47: 485-497.

PENA-LLOPIS, S., FERRANDO, M.D., PENA, J.B., 2003a. Fish tolerance to
organophosphate-induced oxidative stress is dependent on the glutathione
metabolism and enhanced by N-acetylcysteine. Aquatic Toxicology, 65: 337-
360.

PENA-LLOPIS, S., FERRANDO, M.D., PENA, J.B., 2003b. Increased recovery of
brain acetylcholinesterase activity in dichlorvos-intoxicated European eels
Anguilla anguilla by bath treatment with N-acetylcysteine. Diseases of Aquatic
Organisms, 55: 237-245.

PENA-LLOPIS, S., PENA, J.B., SANCHO, E., FERNANDEZ-VEGA, C.
FERRANDO, M.D., 2001. Glutathione-dependent resistance of the European
eel Anguilla anguilla to the herbicide molinate. Chemosphere, 45: 671-681.

RADICE, S., FERRARIS, M., MARABINI, L., GRANDE, S., CHIESARA, E.,
2001. Effect of iprodione, a dicarboxiimide fungicide, on primary cultured
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) hepatocytes. Aquatic Toxicology, 54:
51-58.

RAO J.V., 2004. Effects of monocrotophos and its analogs in acetylcholinesterase
activity’s inhibition and its pattern of recovery on euryhaline fish, Oreochromis
mossambicus. Ecotoxicology and Environmental Safety, 59: 217-222.

RAO, J.V., SHILPANJALI, D., KAVITHA, P., MADHAVENDRA, S.S., 2003.
Toxic effects of profenofos on tissue acetylcholinesterase and gill morphology
in euryhaline fish, Oreochromis mossambicus. Archives of Toxicology, 77:
227-232.

108



REED, D. J., 2000. Mechanisms of Chemically Induced Cell Injury and Cellular
Protection, (E. Hodgson; R.C. Smart, Editorler). Introduction to Biochemical
Toxicology. Wiley and Sons Inc., United States of America, s 221-253.

ROEX, E.W.M., KEIJZERS, R., van GESTEL, C.A.M., 2003. Acetylcholinesterase
inhibition and increased food consumption rate in zebrafish, Danio rerio, after
chronic exposure to parathion. Aquatic Toxicology, 64: 451-460.

SANCHO, E., FERRANDO, M.D., ANDREU, E., 1997. Response and recovery of
brain acetylcholinesterase activity in the European eel, Anguilla anguilla,
exposed to fenitrothion. Ecotoxicology and Environmental Safety, 38: 205-

209.

SANCHO, E., FERRANDO, M.D., ANDREU, E., 1998. In vivo inhibition of AChE
activity in the European eel Anguilla anguilla exposed to technical grade
fenitrothion. Comparative Biochemistry and Physiology, 120C: 389-395.

SEELIG, G.F., SIMONDSEN, R.P., MEISTER, A., 1984. Reversible dissociation of
v-glutamylcysteine synthetase into two subunits. The Journal of Biological
Chemistry, 259: 9345-9347.

SEN, C.K., 1997., Nutritional biochemistry of cellular glutathione. Journal of
Nutritional Biochemistry, 8: 660-672.

SHAIKH, Z.A., VU, T.T., ZAMAN, K., 1999. Oxidative stress as a mechanism of
chronic cadmium-induced hepatotoxicity and renal toxicity and protection by
antioxidants. Toxicology and Applied Pharmacology, 154: 256-263.

SHAW, 1.C., CHADWICK, J., 1998. Principles of Environmental Toxicology.
Taylor and Francis Ltd, London, 216s.

STEPHENSEN, E., STURVE, J., FORLIN, L., 2002. Effects of redox cycling
compounds on glutathione content and activity of glutathione-related enzymes
in rainbow trout liver. Comparative Biochemistry and Physiology, 133C: 435-
442.

STOREY, K.B., 1996. Oxidative stress: animal adaptations in nature. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, 29: 1715-1733.

109



UNER, N., OZCAN ORUC, E. CANLI, M., SEVGILER, Y., 2001. Effects of
cypermethrin on antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation in liver
and kidney of the freshwater fish, Oreochromis niloticus and Cyprinus carpio
(L.). Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 67: 657-664.

VALE, J.A., 1998. Toxicokinetic and toxicodynamic aspects of organophosphorus
(OP) insecticide poisoning. Toxicology Letters, 102-103: 649-652.

VAN DER KRAAK, G., LISTER, A., 2002. Mechanisms and effects of endocrine
distruption in fish: Are they ecologically relevant?, (Vijayan, M., Hontela, A.,
MacKinlay, D., Editorler). Endocrine disruptors: Mechanisms and Impacts,
International Congress on the Biology of Fish. University of British Columbia,
Vancouver, Physiology Section, American Fisheries Society, Canada, s 1-4.

VINA, J., ROMERO, F.J., SAEZ, GT., PALLARDO, F.V., 1983. Effects of cysteine
and N-acetylcysteine on GSH content of brain of adult rats. Experientia, 39:
164-165.

WHITE, A.R., CAPPAI R., 2003. Neurotoxicity from glutathione depletion is
dependent on extracellular trace copper. Journal of Neuroscience Research, 71:
889-897.

WHO, 1976. World Health Organization, Food and Agriculture Organization,
VBC/DS/77.23, Fenthion, Data Sheets on Pesticides, No: 23.

WIEGAND, C., KRAUSE, E., STEINBERG, C., PFLUGMACHER, S., 2001.
Toxicokinetics of atrazine in embryos of the zebrafish (Danio rerio).
Ecotoxicology and Environmental Safety, 49: 199-205.

WINSTON, G. W., Di GIULIO, R. T., 1991. Prooxidant and antioxidant
mechanisms in aquatic organisms. Aquatic Toxicology, 19: 137-161.

ZAHN, T., ARNOLD, H., BRAUNBECK, T., 1996. Cytological and biochemical
response of R1 cells and isolated hepatocytes from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) to subacute in vitro exposure to disulfoton.
Experimental and Toxicologic Pathology, 48: 47-64.

ZHANG, J., SHEN, H., WANG, X., WU, J., XUE, Y., 2004. Effects of chronic
exposure of 2,4-dichlorophenol on the antioxidant system in liver of freshwater

fish Carassius auratus. Chemosphere, 55: 167-174.

110



ZHANG, J.F., LIU, H., SUN, Y.Y., WANG, X.R., WU, J.C., XUE, Y.Q., 2005.
Responses of the antioxidant defenses of the goldfish Carassius auratus,
exposed to 2,4-dichlorophenol. Environmental Toxicology and Pharmacology,
19: 185-190.

ZHOU, Z.Y., SUGAWARA, K., MAWATARI, K., MATSUKAWA, T., LIU, Z.W.,
DEVADAS, M., KATO, S., 2001. Reactive oxygen species uncouple external
horizontal cells in the carp retina and glutathione couples them again.

Neuroscience, 102: 959-967.

111



OZGECMIS

1980 yilinda Osmaniye’de dogdum. Ilk, orta ve lise Ogrenimimi Adana’da
tamamladim. 1998-2002 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimiinde lisans 6grenimimi tamamlayarak Biyolog unvam ile mezun oldum.
Yiiksek lisans 6grenimime ayni yil igerisinde Cukurova Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda basladim.

112



