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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CHLORPYRIFOS-ETHYL ON
TOTAL OXIDANT/TOTAL ANTIOXIDANT STATUS in Cyprinus carpio (L.
1758)

AYATA, Ercan
M.Sc. in Biology
Supervisor: Dog. Dr. Murat KUTUK
May 2017
51 Pages
In this study the determination of plasma total oxidant status (TOS) and total
antioxidant status (TAS) on Cyprinus carpio that applied different doses of
chlorpyrifos-ethylis aimed. In this study 30 Cyprinus carpio (L. 1758) held from
Tahtakopri Dam were used. The adaptation of the fishes to new polyethylene tank
environment (22-25 ° C and normalphotoperiod) containing 1g/L water for 10 days
after the transportation to the laboratory was provided. Then, the fishes were divided
in to 3 groups that each includes 10 fishes as control, 0.040 mg/L CPF I and 0.080
mg/L CPF Il. After 14 days application period blood samples were taken from the
fishes and plasmas were separated. TOS/TAS statuses were analyzed in plasma
samples. When the biochemical parameters of the blood samples obtained from the
fishes that added 0.040 and 0.080 mg/L CPF to their life environment and the
fishesfound in control group were considered, it has been found that TOS levels are
significantly increased (p<0.001) in CPF groups (0.040 and 0.080 mg/L) compared
to the control, however TAS levels are decreased significantly (p<0.001). It has been
determined that PON1 activity and HDL levels (p<0.001) were significantly
decreased in other groups (CPFI ile CPFII) compared with control. The increment of
TOS levels depend onincreased doses, decrement of PON1, HDL, TAS levels give
rise to thought that CPF increases oxidative stress that cause the increase of reactive

oxygen forms and weaken antioxidant system in fishes.

Keywords:Total Oxidant Status, Total Antioxidant Status, Cyprinus carpio,
Chlorpyriphos - ethyl, Paraoksonaz, High Density Lipoprotein.



OZET

KLORPRIFOS-ETIiL’IN Cyprinus carpio (L. 1758)’DA TOTAL
OKSIDAN/TOTAL ANTIiOKSIDAN SEVIYELERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

AYATA, Ercan
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolumi
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Murat KUTUK
Mayis 2017
51 Sayfa

Bu ¢alismada farkli dozlarda klorprifos-etil uygulanan Cyprinus carpio ‘dan alinan
kan plazmasinda, total oksidan (TOS) ve total antioksidan (TAS) seviyelerinin
belirlenmesi amaglandi. Bu ¢alismada Tahtakoprii Baraji’ndan tutulan 30 adet
Cyprinus carpio (L. 1758) kullanildi. Baliklarin laboratuvara nakli saglanarak 10 gin
boyunca baliklarin 1 g/L olacak sekilde su bulunan polietilen tanklarda (22-25 °C ve
normal fotoperyod) yeni ortama adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra her grupta 10
adet olacak sekilde baliklar; kontrol grubu, 0.040 mg/L CPF I grubu ve 0.080 mg/L
CPF Il grubu olmak tizere 3 gruba ayrildi. 14 giinliikk uygulama sonunda baliklardan
kan 6rnekleri alindi ve plazmalari ayrildi. Elde edilen plazma 6rneklerinde TOS/TAS
seviyeleri analiz edildi. Yasam ortamlarina 0.040 ve 0.080 mg/L CPF uygulanan
baliklar ile CPF uygulanmayan kontrol grubu baliklardan 14 giinluk stire sonrasi
alinan kan Orneklerinde biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde kontrol
grubuna kiyasla CPF gruplarinda (0.040 ve 0.080 mg/L) TOS diizeylerinin anlamli
derecede yiikseldigi (p<0.001), buna karsin TAS ise Onemli seviye de azaldigi
(p<0.001) tespit edildi. PON1 aktivitesi ve HDL seviyeleri (p<0.001) igin kontrol
grubuna gore diger gruplarda (CPFI ile CPFIl) azaldig1 tespit edilmistir. Artan
dozlara baglh olarak TOS’un artmasi, PON1, HDL, TAS seviyelerinin ise azalmasi
baliklarda CPF’nin reaktif oksijen tiirlerinin artmasina neden olarak oksidatif stresi

arttirdig1 ve antioksidan sistemi zayiflattigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Total Oksidan Seviye, Total Antioksidan Seviye, Cyprinus
carpio, Klorprifos-etil, Paraoksonaz, Yiksek Dansiteli Lipoprotein.
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR LIiSTESI

CPF: Klorprifos-etil
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GR: Glutatyon reduktaz

G6PD: Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz

CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester



BOLUM 1

GIRIS

Su, yerkiirede giines enerjisi etkisi ile dongii i¢erisinde kati, sivi ve gaz olmak Uzere
3 halde bulunmaktadir. insanlarin neden oldugu endiistriyel, evsel ve tarimsal atiklar,
jeolojik ayrisim, volkanik faaliyetler ve toprak erozyonu gibi dogal olaylarla toksik
etkili maddelerin sucul ortamlara katilimini arttirarak hidrolojik déngideki suyun
kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerini, olumsuz ydnde etkilemektedir. Suyun
bipolar 6zelligi ve homojen yapisindan dolayi, belirtilen kaynaklardan akuatik
ortamlara katilan kirleticilerin, genis alanlara yayilmasina neden olup yayilma
bolgelerindeki sucul canlilara aymi diizeyde etki etmektedir (USEPA, 1986;
Karaaytug, 2004).

Baliklar son yillarda kimyasallarin sucul ekosistemdeki toksik etkisinin
belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak tercih edilmektedir. Bunun yanisira tarimda
kullanilan bazi kimyasallarin canlilar iizerindeki etki ve detoksifikasyon
mekanizmalarinin anlagilmas1 amaciyla kullanilan baliklar, elde edilen sonuglar
itibariyle bu maddelerin insanlarda da yapabilecegi etkiler konusunda bize fikir
vermektedir (Stegamen vd., 1991; Kaya vd., 2014).

Toprak, su ve hava kirliligi giin gectikgce biylk ekolojik sorunlar haline gelmeye
baslamustir. Ozellikle toprak kirliliginin en 6nemli nedenlerinden biri pestisitlerdir.
20. yiizyilin baginda Diinya niifusunun artmasi ve teknoloji ile sanayide meydana
gelen ilerlemeler neticesinde tarim sektdriinde birim alandan alinan verimi arttirmaya

yonelik yogun uygulamalar gortlmeye baslamistir (Akman, 2004; Altikat vd., 2009).

Tarim alaninda daha fazla Urtn elde etmek ic¢in kullanilan kimyasal maddeler,
boceklerle micadele de kullanilan bir kisim kimyasal zehirler yagmur sular ile
toprak altina inerek su kaynaklarinin kirlenmesine sebep olmaktadir. Tasinmalarla
akarsulara karigsmis bu kimyasallar akarsulardaki canli yasaminin zorlagmasina hatta

sona ermesine neden olmaktadir (Gller ve Cobanoglu, 1994).



Bu calisma ile tarimsal aktivitelerde siklikla kullanilan ve sulama, yagmur sulari,
drenaj sular1 yollariyla yer alti ve ylizeysel sulara tasinan bir insektisit olan
klorprifos’un Cyprinus carpio (L.1758)’da TAS, TOS, PON1, HDL diizeylerine olan

etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

1.1 Pestisitler

1.1.1. Tanim ve Simiflandirma

Pestisitler, hayvan veya insanlarda meydana gelebilecek hastaliklar1 barindiran
gidalarin, tarimsal iriinlerin, aga¢ ve agaglardan elde edilen iiriinlerin veya hayvan
yemlerinin islenmesi, eldesi, depolanmasi, transferi ve/veya satisi esnasinda bu
uygulamalara olumsuz etkilerinin ve her tiirlii zararin engellenmesi, ortadan
kaldirilmas1 veya denetime alinmasi, maksatiyla tercih edilen kimyasal maddelerdir
(FAO., 2002; Altikat vd., 2009).

Pestisitler, tarimsal mucadele, arastirma ve uygulamalarinda kullanilan ve bir ¢ok
¢esidi olan kimyasal maddelerdir. Zararli canlilar1 durdurmak, kontrol etmek ya da
bu canlilarin zararini en aza indirmek amaciyla kullanilmaktadir. Pestisitler, bakteri
ya da virts gibi biyolojik ajan, kimyasal, dezenfektan, antimikrobik ya da herhangi
bir ara¢ olabilmektedir. Zararli canlilar, insanlar i¢in 6nemli gidalara, ciftgilerin
urtnlerine zarar veren, hastalik yayict bocekler, bitki patojenleri, yabani otlar,
memeliler, kuslar, baliklar, solucanlar, yumusak¢alar ve mikroorganizmalarda
olabilmektedir. Pestisitlerin kullanilmasinin amaci ¢ogunlukla yarar saglamak olsa
da insanlar ve diger canlilar icin meydana getirdikleri toksik etkilerinden dolayi

sorunlar meydana getirmektedir (MEB, 2012).

Pestisitlerle ile ilgili olarak c¢ok eski tarihlerde kullanildigina dair izlere
rastlanmaktadir. M.O. 1500’lerde bulunan bir papiriiste esek arilari, pire ve bitlere
kars1 miicadele de insektisitlerin hazirlanigini gosteren kanitlar bulunmustur (Miller,

2002, Altikat vd., 2009).

Pestisitler ilk olarak 1948 yilinda insanlar Uzerinde pestisit kalintilarina rastlanilmasi
ile 6nem kazanmustir. Pestisitlerin bir kismi zehirlilik agisindan zarar meydana

getirmezken, bir kismimin ise kansere neden olabildigi, sinir sistemi (zerinde

2



norotoksik etkili oldugu belirlenmistir. Pestisit bulasiklarinin etkili oldugu en 6nemli
kaynaklardan biri de gidalardir (Akman vd., 2004, Altikat vd., 2009).

Teknolojinin ve bilimin gelismesiyle meydana gelen degisik faaliyetler, yontemler ve
bunlarin sonuglari giin gectikce dogaya zarar verici bir nitelik kazanmaya
baglamistir. Bagka bir yandan insan aktivitesi sonucu meydana gelen Kirlilik ve
bozulmalar, tarimsal Urlin kalitesini de etkilemekte, bu karsilikli etkilesmeler tarim-

cevre iligkilerinde de 6nemli bir sorun haline gelmektedir (Ciftcioglu ve Issa, 2006).

Tiirkiye’de yerlesim yerlerinin ¢ogunlugu igme sularmmi kuyu ve sondajlardan
saglamaktadir. Yeralt1 suyunun kirliligi bu yilzden insanlar agisindan Onem
arzetmektedir. Sulardaki pestisit kalintilar1 genel olarak c¢odzlinmez, suspansiyon
halde organik maddelerde, gamurda, glriime kalintilarinda ve planktonlara tutunarak
kalir. Besin zincirine bu yolla girerek, baliklarda, sucul ortamda bulunan omurgasiz
canlilarda ¢ok kolay birikebilirler. Sucul ortamda planktonlar ve bakterilerde biriken
insektisit kalintilari, besin zincirinde birikerek baliklara kadar bu yolla ulasir;
baliklarda bu birikim en yogun seviye de olur. Baliklarla besin olarak kullanan
organizmalarda ise bu birikim en yogun seviyelere ulasir. Balik yavrulari ise
kimyasallara ve ilaglara karsi ¢ok duyarli ve narindir. Bu nedenle balik tiirlerinin
hayat dongusiinde bu durumda canli kalabilme giiciinii goésteremediginden
pestistlerin ve ilaglarin zararli etkisi bu organizmalarin sayilarii1 daha da

azaltmaktadir (Altikat vd., 2009, Oden, 2009).

Ozellikle son yillarda su kitlelerine artan oranlarda pestisitler ve fabrika atiklari
karigmaktadir. Pestist ve atiklar; su, sediment, suda asil1 partikiil ve beslenme yoluyla
akuatik organizmalar tarafindan biinyelerine alinmaktadir. Organizmalar tarafindan
kendi yapilarina aldiklart g¢evre Kirletici maddeler, reaktif oksijen turleri ile
micadelede gorev alan metabolik asamalar1 alt Gst edebilirler (Halliwell ve
Gutteridge., 1989, Akbulut vd., 2014).

3000 yildir kullanilan pestisitlerin yayginlagsmasi esas olarak 1940'lardan itibaren
olmustur. Bu tarihten sonra etkinlikleri daha ¢ok artmistir. Ancak, zararl canlilara
kars1 kullanilan pestisitlerin diger yandan yararli arthropodlar1 da olumsuz etkiledigi,

bu durumun ozellikle zararli bocekler ile yapilan biyolojik savasa engel oldugu



gercegi insanlar1 gevreye dost miicadele metotlarina yonelmeye itmistir (Romoser ve
Stoffolano, 1994; Akkuzu vd., 2001).

PESTISIT
\ GUNES
TOPRAK INORGANIK
\ BESINLER

SU /

KUTLELERI

2

PLANKTONLAR

(265 KAT PESTISIT)

N\

KUCUK BALIKLAR

(500 KAT PESTISIT)

BALIKLAR

(75000 KAT PESTISIT)

!

KUSLAR

(80000 KAT PESTISIT)

Sekil.1.1. Pestisitlerin biyolojik birikimi (Biyokonsantrasyon) (Eaton vd., 1986).



Pestisitlerin, kullanildiklar1 zararli canli grubuna gore siniflandirmasi asagidaki

Tablo 1.1°deki gibi yapilmaktadir (Yanik ve Atamanalp, 2001; Alak vd., 2011).

Tablo 1. 1. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Pestisitlerin Siniflandirilmasi

1. Bocek oldiiriici (Insektisit)

2. Yabanci ot 6ldiiriicii  (Herbisit)

3. Oriimcek o6ldiriici (Akarisit)

4. Bakteri olduricu (Bakterisit)

5. Yaprak biti oldurtucti  (Afisit)

6. Kemirgen olduruci (Rodentisit)

7. Nematod éldurdic (Nematosit)

8. Yumusakga Oldiriict  (Mollussisit)

1.1.2 insektisitler

Zararli boceklerle miicadelede dort temel insektisit grubu yaygin olarak tercih
edilmektedir (Alak vd., 2011). Bunlar;

(@) Organik Fosforlular
(b) Piretroidler,

(c) Karbamatlar ve



(d) Organoklorinler (Organik Klorlular) olarak gruplandirilabilir.
1.1.2.1 Organofosforlu Insektisitler

Pestisitlerin giinimuzde tercih edilen buyik bir bélumu organofosforlu, karbamatli
ve sentetik piretroidlerdir. Organofosforlu pestisitler, Almanya’da 1930’lu yillarda
kimyasal silah olarak savaglarda kullanilmak iizere iretilmeye baglanmistir. Yari
Omiirlerinin kisa olmalar1 sebebiyle dogada hizli bozulmalara neden olmustur.
Dinyada en yaygin olarak kullanilan insektisit grubunu meydana getirmislerdir.

Organofosforlu insektisitlerin genel formiilii Sekil 1.2.’de verilmistir (WHO, 2016).

Oveya$S

R1

R>

Sekil.1.2. Organofosforlu insektisitlerin genel formuli (WHO, 2016).

Gerald Schrader onciiliigiinde bir kisim kimyaci tarafindan Almanya’da iiretilen
kimyasallar organofosforlu insektisitlerin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bu
kimyasallarin 6énemli bir boyutta zehirliyici etkisinin oldugu tespit edilmis ve bu
kimyasallarin bir boliimii Il. Dunya Savasinda Naziler tarafindan kullanilmistir.
Etkili bir ajan olarak kullanilan ve sinir gazi adi verilen sarin ve tabun gazlarinin
sentezi gizli tutulmustur. Sinir gazi denilen bu tur organofosforlu kimyasallarin
memeli canlilara olan toksik etkisi 6grenildikten sonra bdcek oldurdcu etkisinin de
anlasilmasi ile tetraetil pirofosfat (TEPP) tiretimine baslanmistir. Gerald Schrader
saglam bir yapiya sahip olan parathion ve oksijen analogu paraoksonu 1944 yilinda
tiretmistir. Organik yapidaki pestisitlerin Uretimi ve kullanimi Il. Diinya Savasi

sonrasinda sonra da 6nemli 6l¢lide artmaya baslamistir (Mural, 1996).
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Organofosfor grubu insektisitler Diinyada pestisit tiiketiminin yaklagik % 45'ini
olusturur. Sentezlenmelerinin kolayligi organofosforlu kimyasallarin ¢esitlenmesini
saglamustir. Grup icerisindeki etken maddelerin kalicilik, suda ¢6ziinme, buharlasma,
sicakkanli canlilara yaptigi zehir etkileri gibi fizikokimyasal 6zellikleri dikkate deger
farklilik gosterir. Bu sebepten dolayr hemen hemen her zararli canliya 6zel organik
fosforlu bir etken madde bulunabilmesi s6z konusudur. Organikfosforlu pestisitler
deri, sindirim ve solunum yoluyla da etki ederler. Organikfosforlu pestisitlerin kalici
olmasini ve etki mekanizmasini genellikle fosfor atomuna baglanan kimyasal yapinin
ozelligi belirler. Bu grupta oksidasyon ve hidroliz gibi kimyasal reaksiyonlardan
biylk 6lglde etkilenmesi s6z konusudur (MEB, 2012).

1.1.2.1.a Organofosforlu insektisitlerin Etki mekanizmasi ve Detoksifikasyonu

Su canlilar i¢in yasamin temeli olup, en 6nemli dogal kaynaklarimizdan biridir.
Canlilar yasamini siirdiirmek icin icilebilir suya gereksinim duymaktadir. Igilebilir su
tarimsal liretim yapan kisilerce iirlin sulama ve besi hayvanlarinin su ihtiyacini
gidermek igin vazgegilmez bir unsurdur. Diinyanin birincil igilebilir su kaynagi,
yeralti sularidir. Bitki ve toprak uygulamalari sonrasi, ylzeyde kalan pestisit
kalintilari, yagmur suyu, ylizeysel akis ile birlikte ya da toprak ile tabana dogru
tasinmak suretiyle yeralt1 sularina ve diger kaynaklara kadar inebilmektedir. Arazi
egimi, formulasyon, bitki Ortisl, topragin yapisi ve yagis durumuna bagli olarak
taginan pestisitler su kaynaklarina ulasabilirler. Pestisitler, su kaynaklarina
karigtiktan sonra bile bozulmalari devam eder. Ancakisigin azligi, sicakligin az
olmast ve oksijen sebebiyle daha az seviyede bozulurlar. Su kaynaklar
kirlendiginde; kirli su akintilar1, ¢aylar ve derelerde de kirlilik meydana getirebilir.
Kirlilik kaynaklari engellenmis dahi olsa bir jeolojik yapinin kendi kendisini
temizlemesi vakit alan bir durumdur. Su kaynaklar: kirlendigi zaman temizligi ¢ok
zordur ve pahali bir islemdir. Bu yontemle diger canlilar ve bitkilere kadar etki eden
pestisitler, bu canlilarda kalintilara ve zehir etkisine sebep olabilmektedir (Yicel,
2007; Altikat vd., 2009).

Organofosforlu insektisitlerin etkileri, aktivasyonla sonlandigi gibi detoksifikasyon
seklinde de olabilmektedir. Detoksifikasyonlari, B-esterazlar olarak bilinen

butirilkolinesteraz, karboksilesteraz ve asetilkolinesteraz enzimlerinin etkisiyle



gerceklesen baglanma reaksiyonlarini ve A-esteraz olarak da bilinen paraoksonaz
enzimi araciligiyla olusan hidroliz reaksiyonlar1 i¢ine alir (Karelliedde, 2003;
Demirddgen, 2010; Ozkaya vd., 2013).

Organofosforlu insektisitlerle ilgili 6nemli bir diger konu karacigerdeki
aktivasyonlaridir. Fosfatlardan (P=0) daha lipofilik olan fosfotiyoatlarin (P=S) yagl
dokuda daha ¢ok depolandigi bilinmektedir. Karacigerdeki sitokrom P450 enzimi
aracilifiyla oksidatif desiilfiirasyona ugrayan fosfotiyoatlari, etkinligi daha fazla olan
fosfat formuna parcalar. Fosfotiyoatlara maruz kalinmasi durumunda toksik
semptomlarin baglamasi1 zaman alir. Ancak bu insektisitlerin yagli dokuda daha fazla
depolanmalar1 sebebiyle eliminasyon da yavas olur hatta giinlerce, haftalarca
suirebilir (Kwong, 2002; Costa, 2006; Ozkaya vd., 2013).

1.1.3 Klorprifos - Etil

Tablo 1.2. Klorprifos’un kimyasal Ozellikleri (Eaton, 2008).

Ampirik formal: Cg Hi1 Clis3 NO3 PS

Kimyasal ismi: O,O-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate

CAS Numarasi: 2921-88-2

Buhar basiner: 2.5 mPa 25 °C

Molekiil agirhgr: 350.57

Suda ¢oziiniirliigii: 2 mg/L 25 °C

Erime noktasi: 41-42°C

Yarilanma 6mrii:  12-41 gln

(suda)




Diger solventlerde ¢oziiniirliigii: Benzen, kloroform, aseton, dietilksilene, eter,
metilen Kklorid, karbon disulfid, etanol, metanol.

Diger isimleri: Dursban, Detmol UA, Brodan, Dowco 179, Prinex Empire,
Lorsban, Eradeks, Pageant, Pridane, Priban 4, Stipend (Eaton 2008; Deveci, 2012).

Klorprifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate], yeraltt
sular1 ve ylzeysel sulara, yagmur sulari, atmosferik cokelme ve dokilmelerle
tarimsal sulama sonrasi olusan drenaj sulariyla taginan, bocek 6ldirtct organofosfor
grubunda bocek oOldiren zirai bir ilagtir. Avrupa Birligi Su Cergeve Direktifinin
(2008/105/EC) 33 adet “onemli tehlikeli maddeler” veya “6nemli kirleticiler” listesi
icerisinde bu kimyasal bulunmaktadir. Farkli iilkelerde su kaynaklarina yonelik
yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore bu zirai ilaca olan ilginin gln gegtikce
artmakta oldugu ve sularda yogun bir bigimde klorprifos kalintilarinin tespit
edildigini gostermistir (Estevez, 2012; Ekmekyapar, 2014).

Klorprifos’un metaboliti, Kklorprifos-okson sinir kavsaklarinda asetilkolinesterazi
inhibe ederek énemli bir kolinerjik zehir etkisi meydana getirir. In vivo ve in vitro
deneysel c¢alismalarda, kronik ve akut organofosforlu insektisit uygulamalarinin
ardindan  ortaya ¢ikan  zehir  etkisinin  (hepatotoksisite,  ndrotoksisite,
immunotoksisite, genetik toksisite, embriyotoksisite gibi) patogenezinde oksidatif
doku hasar1 olusturdugu belirlenmistir (Stephen, 1997, Dwivedi, 1998, Onci vd.,

2002). Cl

Cl ~

/N

S
I
Cl N O — P — OCH;,

OCH3s

Sekil.1.3. Klorprifos’un kimyasal formiilii (Eaton, 2008)
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Klorprifos™un en 6nemli zehir etkisini bilesigi olan klorprifos-okson olusturmaktadir.
Klorprifos,  sitokrom  p-450  tarafindan = metaboliti  klorprifos-oksona
doniistiirilmektedir. Bu bilesik karboksilesteraz, butirilkolinesteraz’da oldugu gibi
asetilkolinesteraza yiiksek ilgi ile baglanarak ve asetilkolinesterazi inhibe ederek
zehir etkisi yapmaktadir. Canlilarda organofosforlu insektisitlerin detoksifikasyonu,
Paraoksonaz (PONL1), asetilkolinesteraz ve karboksilesteraz gibi enzimlerle
olmaktadir. PON1 enzimi, diazinon, parathion ve Klorprifos gibi ¢ok sayida
insektisitin - zehir etkili okson metabolitlerini ve soman, tabun, sarin gibi
organofosforlu sinir ajanlarin1 pargalayabilmektedir (Timchalk, 2007; Eaton, 2008;
Deveci vd., 2015a).

1.1.3.1. Klorprifosun oksidatif hasari

Organofosforlu insektisitler, yag orani yiiksek dokulara olan ilgilerinden dolayi,
lipofilik doku ve organlarda birikme durumundadir. CPF metabolitlerinin beyindeki
lipofilik 6zelligi karacigere gore daha fazla oldugu icin beyinde birikme orani1 daha

yuksektir (Savik, 2005; Deveci, 2012).

Oksijen elektron ilgisi nedeniyle oldukca reaktifligi yiiksek bir molekildiir ve O2’nin
H>O’ya rediiksiyonu aninda ¢ok fazla reaktif ara metabolitler meydana getirmektedir.
Bu yuzden organizmalarda oksidatif stresin zararli etkilerini uzaklastirabilmek igin
antioksidan savunma mekanizmalar1 olusturulmustur. Oksidatif stres tarafindan
induklenen antioksidan enzimler énemli bilesenler olup, endojen enzimler Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon-S-Transferazlar
(GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistem, (Hidroperoksidaz) ve
eksojen enzimlerden (Vitamin C ve E, baz1 ilaglar) meydana gelmektedir (Liedias,
1998; Orug, 2004; Alak vd., 2011).

Organofosforlu insektisitler ya da etkin bilesenleri, asetilkolinesterazin etkin
boélgesinde bulunan serinin hidroksil grubuna fosfat radikalleri ile kovalent baglanir.
Enzimin asetilkolin baglanan esteratik bolgesine bu fosforilasyon sirasinda
dialkilfosfat grubu aktarilir. Fosfor ile hidroksil grubunun olusturdugu kovalent bag,
yavas bir sekilde su varliginda hidrolize ugrar. Kovalent bag hidroliziyle enzim

tekrar aktivite gosterir (reaktivasyon). Insektisitin yan zincir yapisina gére enzimin

10



reaktivasyon hizi degisiklik gOsterebilir. Sulfur varliginda oksijene oranla
reaktivasyon hiz1 yiikselir (Moretto, 1998; Ozkaya vd., 2013).

1.2. SERBEST RADIKALLER VE ANTIiOKSIDAN SiSTEM
1.2.1. Serbest Radikaller

Biyolojik mekanizmalarda en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir ve
bunlara reaktif oksijen tirleri (ROT) denilmektedir. ROT’lar, DNA, protein, lipidler
ve tum vyapilardaki molekillere savas acar. DNA molekil oksidasyonu ile hiicre
bolunmesinin  durmasi, genetik kontrolsiz blyume, mDNA hasari, lipid
peroksidasyonu ile hiicre membraninda hasar meydana getirir (Cankurtaran, 2005;
Atmaca, 2009; Ogiit ve Atay, 2012).

Pek ¢ok akuatik canli belirli reaktif oksijen turlerinin denetimli Gretimi igin 6zel
dizayn edilmis sistemlerden olusur. Ornek olarak, siyaniir duyarsiz oksidatif
bozulma, ilk kez lokositlerde tanimlanmis olup benzer uygulamalar, daha sonra
hayvanlarda ¢ogu hiicre tipinde ve bitki hiicrelerinde de bulundugu belirlenmistir
(Dri vd.,1979; Akbulut vd., 2014).

Baliklarda serbest radikallerin olusumu enteresan bir dsekilde hem insanlarda hem de
diger hayvanlardaki antioksidan mekanizmalarla ¢ok Ortiismektedir. Canli
sistemlerde serbest radikal olusumunun bir¢ok sistemi bulunmaktadir. Cogunlukla
oksijen metabolizmasinin yan tiriinleri olarak olusmaktadir (Papa ve Skulachev,

1997; Akbulut vd., 2014).

Canlilarda yasamsal 6nemi olan biyokimyasal reaksiyon aninda oksijen indirgenerek,
reaktif oksijen tiirleri ad1 verilen ve ¢ogu doku ve hiicrede oksidatif hasar olusturan
ara metabolitler olusturmaktadir. Oksijenli solunum yapan organizmalarin hayatlarini
devam ettirebilmeleri icin lazim olan bir molekiil olarak toksikdir. ROT’lar neden
olduklar1 oksidatif yikimdan Oturl serbest radikal” veya “oksidan madde” “olarak
adlandirilmaktadir. Serbest radikaller, oksijenli solunum yapan butlin organizmalarda
meydana gelmektedir. Canlida oksidatif stres olusturan 6nemli reaktif oksijen turleri
asagida Tablo 1.3.’de verilmistir (Cheeseman, 1993; Akkus, 1995; Deveci, 2012).
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Tablo 1.3. Reaktif oksijen turleri (Deveci, 2012)

NON-RADIKALLER

RADIKALLER

Hidrojen peroksit (H202)

Hipokloréz asit (HOCI)

Lipid hidroperoksit (LOOH)

Singlet oksijen (*O5)

N-Halojenli aminler (R-NH-X)

Peroksinitrit (ONOO-)

Nitrik oksit radikali (NO")

Siiperoksit radikali (O2")

Hidroksil radikali (OH"")

Peroksil radikali (ROO")

Alkoksil radikali (RO")

Semikinon radikali (HQ")

Hemoproteine bagh radikaller
Azotdioksit (NOy)
Organik radikaller (Re )
Ozon (0s)

Oksidanlar tanim olarak bir veya birden cok eslenmemis elektrona bulunduran,
kararsiz, Omri kisa, disik molekiil agirlikli ve ¢ok aktif molekdllerdir. Cogu olayda
serbest radikal Uretimi, patomekanizmanin bir pargasidir. Pek ¢ok ksenobiyotigin
zehir etkisi, serbest radikal Gretimiyle alakalidir. Kursun ve kadmiyum gibi bazi
Kirleticilere uzun sureli olarak maruz kalmalar, oksidatif strese neden olabilir. Canli
organizmalarda istenmeyen etkilerin altinda yatan bir mekanizma olmasi ile
onemlidir (Mercan, 2004).

Yaslilik ve hastalanma nedeni olan oksidan maddelerin canli yapisinda bulunmasi ve
bunlarin zarar verici etkilerinin biyolojik sistemlerde bazi 6zel antioksidanlar ile

kontrol altinda tutulabilir oldugu yarim asir1 asan bir suredir farkinda olunan bir
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durumdur. Oksijen pek ¢ok organizmada oldugu gibi sucul canlilar iginde hayatsal
bir molekalddr. Oksijen, canlilar i¢in hayati degere sahip olan bir molekiil olmanin
yaninda ¢ok tehlikeli zehir etkisi yapan formlara yani oksidan maddelere de
doniistlgi bilinmektedir (Harman, 1956; Akbulut vd., 2014).

Oksidanlarin zararli etkilerine, ¢ok sayidaki hiicre koruyucu enzimlerle karsi
koyulur. Antioksidan enzimler ile radikal hasar1 durdurulmaya calisilir. Canlida
hlcresel antioksidan enzimler ve serbest radikallerin birbirleri arasinda denge

olusturan bir iligski vardir (Mercan, 2004).

Hicrede oksijenin kullanildigt her kisimda, antioksidanlar, oksijenin ara
metabolitlerini en aza indirmek i¢in hizli ve spesifik olarak ¢alisma egilimindedir.
Antioksidan savunma mekanizmasinda etkili olanlar enzimatik antioksidanlar
onceliklidir. Bunlar superoksitdismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi enzimler oldugu bilinmektedir (Ozan,
2004).

Meydana gelen oksidan maddeler, canlilarin 6zel enzim sistemleri [sUperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)], lipid ve suda eriyebilen bazi protein yapida
olmayan molekuller (lrik asit ve a-tokoferol) benzeri antioksidanlar ile
durdurulmaya calisilmaktadir. Antioksidanlar az bir oranda, ¢ok kolay oksitlenebilen
maddelerin oksidasyonunu yiiksek oranda geciktiren veya durduran maddeler olarak
tarif edilmektedir (MackDonald-Wicks, 2006; Deveci, 2012,).

1.2.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Canlida serbest radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari sunlardir (Bejma, 1999;
Zaobrnyj, 2005; Ogiit ve Atay, 2012).

a) Heksoz monofosfat yolu,

b) Mitokondriyal elektron transportu,

c) Dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu,
d) Ksenobiyotiklerin metabolizmasi,

e) Biyokimyasal ve biyosentetik yikim olaylaridir.
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Reaktif oksijen turleri ¢ sekilde olusabilir:
1.Bir molekulden bir elektronun ayrilmasi ile,

Y —> Y. + e

2. Kovalent bagi olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan birinde, digerinin

Otekisinde kalmasiyla sonuglanan homolitik bag kirilmastyla,

3- Bir molekiile bir atomun katilmasi ile olur.

Y+e — Y

Serbest radikaller, canlida normal olarak meydana gelen biyokimyasal olaylarla
olustugu gibi gesitli dis kaynaklarin etkisiylede olusmaktadir. Bunlar sdyle: kimyasal
enflamasyon, radyasyon yaralanmasi, mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi (fagositoz),

oksijen ve diger gaz toksisiteleri, fotokimyasal maddeler ve yaslanmadir (Tanove,

1998; Tulunoglu, 1999).

1.2.2. Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin olusturdugu
hasarlar1 engel olmak ve detoksifikasyonu saglamak Uzere vicutta gorev alan
savunma sistemleri “antioksidan savunma mekanizmalar1” ya da “antioksidanlar”
olarak isimlendirilmektedir. Antioksidanlar, radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona
girerek  otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini engelleyen maddelerdir.
Antioksidanlarin rolleri arasinda serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirmek,
serbest radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede
yarar saglamak oldugu sdylenebilir (Dindar, 1999; Sener, 2009; Karabulut ve
Gulay, 2016 a).

Antioksidan mekanizmalarin en buyik o6zelligi, mekanizmanin tim metobolitlerinin
serbest radikaller Gzerinde bir etki meydana getirecek sekilde islemesidir. Bu sebeple

antioksidanlar organizmada homeostazisin saglanmasinda hayati 6nemlilik tasur.
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Kanda antioksidan ve oksidanlarin bir bolumunin birlikte etki etmesiyle her birinin
tek tek meydana getirdiginden daha fazla oksidan ve antioksidan etkinin ortaya
ciktig1 bilinmektedir (Erel, 2004, Kaya vd., 2014).

Akuatik canlilarda antioksidan mekanizmalar yiksek ve diisiik molekiiler agirlikli
antioksidanlar bulundururlar. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar, askorbik asit
(C vitamini), glutatyon gibi suda ¢6zinen ve a-tokoferol (E vitamini), karotenoid
(B-karoten dahil) ve retinol (A vitamini) gibi yagda ¢ozlinen bilesiklerde
belirlenmistir. Bunlar genel olarak oksidan maddeleri ortamdan uzaklastirmada
blyiik 6neme sahiptir (Livingstone, 2001, Akbulut vd., 2014).

Antioksidanlarda, hiicreleri radikal saldirisindan sonra DNA’y1 onarabilen hasara
gore proteinleri yikabilen ve lipid hidroperoksitleri metabolize edebilen
mekanizmalart bulundurur. Antioksidan, okside edebilen bir substrata gore disiik
konsantrasyonlarda bulundugunda o substratin oksidasyonu geciktiren veya

engelleyen maddelerdir. Antioksidanlar oksidanlarin;

¢ Olusumlarimi 6nleyerek,
e Biyolojik olarak 6nemli reaktif oksijen tlrlerini temizleyerek,

e Yaptiklar: hasar1 onararak etki ederler (Datsenko, 1996, Senses vd.,1999).

Antioksidanlarin 6nemli bir kesimini lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini kiran
antioksidanlar olusturmaktadir. Bunlar peroksi (ROO) ve alkoksi (RO) radikalleri ile
reaksiyona girerek lipid peroksidasyon reaksiyonlarinin ilerlemesini engeller
(Tulunoglu, 1999).

Yapilarina gore antioksidanlar enzim olmayanlar antioksidanlar [vitamin C, vitamin
E, vitamin A, redlkte glutatyon (GSH), melatonin] ve enzim yapisinda olan
antioksidanlar [Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),  slperoksitdismutaz (SOD),
Glutatyon-S-transferaz (GST), Katalaz (CAT)] ve seklinde iki baslik altinda
toplanmaktadir. Hiicrede bulundugu bolgelere gore de intrasellller antioksidanlar
(CAT, GSH-Px, SOD), ekstraselltler antioksidanlar (vitamin C, albumin, Urat,) ve
membran antioksidanlar (vitamin A, vitamin E) olarak toplanmaktadir (Akkus, 1995;
Deveci, 2012).

Antioksidanlarin kararli durum seviyeleri, ulastirma, metabolizasyon, alim/sentez,

atihm arasindaki denge ve etkisiz hale gelme ile saglandigi bilinmektedir.
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Organizmada uretimi ylksek seviyede olan karotenoid ve tokoferoller gibi bir takim
antioksidanlar ile besin olarak akuatik canlilar tarafindan alinmaktadir (Kelley ve
ark., 2010, Akbulut vd., 2014).

Tablo 1.4. Biyolojik mekanizmalarda antioksidan savunma sistemi (Deveci, 2012).

Enzimatik antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Paraoksonaz (PON1) a - Tokoferol (vit E) Transferin
Slperoksit dismitaz (SOD) Glutatyon (GSH) Seruloplazmin
Katalaz (CAT) Askorbik asit (vit C) Ferritin
Glutatyon peroksidaz Flavonoidler Melatonin
(GSH-Px)
B —Karoten Laktoferrin

Glutatyon-S-Transferaz

(GST) Urat Sisten
Fosfolipid hidroperoksit Albumin Kafeik asit
fenetilester (CAPE)
Glutatyon rediiktaz Bilirubin
(GR)

Viicut sivilart ve plazmada yer alan tim antioksidanlarin total etkisi, TAS’1
belirlemektedir. Total antioksidan aktivite, Total antioksidan seviye, total antioksidan
durum ve total antioksidan gi¢ gibi isimlerle tanimlanmaktadir. Plazmada
antioksidan maddelerin bir kisminin total etkisi nedeniyle bir enzimin tek tek
olusturdugu etkiden cok yiiksek antioksidan etki olusturmustur (sinerjistik etki). Iste

bu sebeple antioksidan-oksidan dengenin tespiti icin antioksidanlarin tek tek
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Olctlmesi yerine TAS’in tespit edilmesinin ¢ok faydali olabilecegi belirlenmistir
(Erel, 2004).

Antioksidan ve oksidan molekullerin analizinde tercih edilen farkli metodlar
bulunmaktadir. Canlidaki antioksidan/oksidan dengenin tespiti icin tek tek
antioksidanlarin ve oksidanlarin analizi yerine, total oksidan kapasite (TOS) ve total
antioksidan seviye (TAS) analizinin daha faydali oldugu belirtilmektedir (Erel, 2004,
Erel, 2005).

Plazma veya serumda antioksidanlardaki gibi farkli oksidan maddelerin ayri ayri
analizinin kolay olmayisi ve bu oksidan maddelere birlikte etki etmesi her bir
molekilin tek basina meydana getirdigi daha ylksek oksidan etki ortaya
¢ikarmasindan dolayr TOS analizinin daha faydali oldugu belirtilmektedir (Erel,
2005).

Antioksidan seviye analizine iliskin gelistirilen metodlar vakit alan, sabir isteyen
maddi agidan pahali ve giinliik kullanimi mimkin olmayan o6lglmlerdir. Fakat
Erel’in (2004) gelistirdigi yeni TAS yontemi cabuk, pratik, guvenli, ucuz, tam
otomatik bir yontem olup, veriler tekrar tekrar denenebilmektedir. Ayraglari uzun
omuarladur. Kullanilan bu yontem vitamin C, bilirubin, drik asit, polifenoller ve
proteinlerin antioksidan etki tespiti i¢in ¢ok uygundur. Bu yontemde, bilirubin,
EDTA, sitrat ve okzalat, hemoglobin, analiz ile alakali olmayip ve TAS’1 analiz igin
yararlanilabilir (Erel, 2004).

Oksidan seviyeyi total analiz etmek icin, degisik kolorimetrik yontemler
gelistirilmesine ragmen, bunlar ideal seviyeye ulasamamistir. Bu yontemler analitik
sorunlar1 ve teknik kisitlamalar1 beraberinde getirmektedir. Fakat Erel’in gelistirdigi
yontem oksidan seviyeyi total analiz igin ideal bir metottur. Bu yontem digerlerine
gore, cabuk, pratik, stabil, giivenli, daha ucuz ve duyarlidir. Sonug tekrarlari ¢ok iyi

yapilabilir. Ayra¢ uygulamasi basit ve 6mirleri uzundur (Erel, 2005).
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1.2.2.1. Paraoksonaz Enzimi (PON)

Kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olan paraoksonaz (PON), glikoprotein yapida,
hem paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) hem de arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) aktivitesine sahip bir
enzimdir. Ik olarak 1946 yilinda Abraham Mazur tarafindan kesfedilen enzim?2,
sonraki yillarda insan serum paraoksonazi (PONT1) olarak isimlendirilmis olup, son
derece zehirli organofosforlu tarim ilaci parationun toksik metaboliti paraoksonu
(organofosfor substrati) hidroliz edebilmesinden dolayr bu sekilde tanimlanmistir
(Van Himbergen, 2006, Uysal vd., 2011).

Insanlarda 7q 21.3-22.1 kromozomunun uzun kolunda bulunan, paraoksonaz gen
ailesi, birbiriyle baglantili PON1, PON2 ve PON3 seklinde ii¢ liye bulunmaktadir.
Insanda karacigerde sentezlenip kana salman PONI, 43 kDa molekiiler agirliga
sahip, 354 aminoasittin olusturdugu bir protein olup, serumda genel olarak HDL ile
iligkilidir (La Du,1999, Uysal vd., 2011).

PONT’in genetik yapisi, canlilar arasinda ¢ok g¢esitlilik gostermektedir. Serumda
HDL’ye bagli olarak bulunmaktadir. izoelektrik noktas: 5,1°dir. Molekiil agirliginin
%15,8’ini olusturan U¢ karbonhidrat zincir bulundurur. PON1’in yapisindaki amino
asitlerde substratin taninmasi ve baglanmasi i¢in gerek olan serbest sisteinlerden
284’teki serbest iken, 42. ve 352. durumdaki sisteinler arasinda 1 tane disiilfit bag
bulunmaktadir. Serbest sistein substratin baglanmasi ve taninmasi icin gerekli ve
onemlidir. PON1’in, HDL lipidleri ile etkilesimi icin hidrofobik N-terminal bdlgesi
gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bolge ile lipoproteinlere ve fosfolipidlere
kolay bir sekilde baglanma yetenegine sahiptir. PON1’i baglanmasini saglayan HDL
alt birimleri, Apo J (Klusterin) ve Apolipoprotein Al (Apo Al) proteinlerini de
icerdiginden, Apo J ve Apo Al’in baglanmada gorev alabilecegini diigiindiirmektedir
(Deakin, 2004, Askin, 2012).

Serum paraoksonaz enzimi insanda iki genetik polimorfizm bulundurur. Bu
polimorfizm 55. ve 192. durumlarin aminoasitlerdeki degisim ile meydana gelir. Yiiz
192. durumdaki glutamin (Q aleli) arginin (R aleli) ile degisince birinci polimorfizm;

55. pozisyondaki metionin (M aleli) 16sin (L aleli) ile degisince ikinci polimorfizm
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meydana gelir. 192. durumda glutamin varliginda PON1 A Tipi; 192. durumda
arginin varliginda ise, B Tipi seklinde ifade edilmistir (Kelso, 1994, Askin, 2012).

Asagida Sekil.1.4.’de 55.ve 192. durumda iki polimorfik bolge belirtilmistir.
Halihazirda olan zincirin amino terminal ucun ve karbonhidrat zincirlerinde

hidrofobik kisim gosterilmistir (Aviram, 1999).

Arg (R) veya Gln (Q)
192
1

Lys (K)
106

Karbonhidrat

Karbonhidrat

Karbonhidrat

SH
284 Cys

, Karbonhidrat
Met (M} veya 55
Leu (L)

2z 353
Hidrofobik Bolge ©C

" Fosfolipidier

N ;
|
ApoAi

Sekil.1.4. Paraoksonazin yapisi (Aviram, 1999; Deveci, 2012)

Sekil.1.5. Paraksonazin 3 boyutlu yapis1 (Josse, vd., 1999; Deveci, 2012)

a- 6’li B pervane (heliks) yapisinin istten goriinimii

b- 6’11 B pervane yapisinm yandan gériinimii
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1.2.2.2. Paraoksonaz ve HDL iliskisi

Paraoksonaz 1 enzimi (PON1) serumda yuksek dansiteli lipoproteinler de (HDL)
bulunan, organofosforlu pestisitlerin toksik etkili okson bilesikleri, baz1 aromatik ve
alifatik laktonlari, karbamatlar1, okside lipitleri ve aromatik esterleri hidroliz eden,
glikoprotein yapida kalsiyum bagimli bir enzim oldugu belirlenmistir. Insanda
molekil agirligi 43-45 kDA olan PON1 genellikle 354 aminoasitten olusan bir
protein olarak karacigerde sentezlenen bir enzimdir. Bu organdan kana salgilanmasi
aninda amino ucundan yalnizca metiyonin aminoasiti uzaklastrilmakta ve geri kalan
kismi PONI’in HDL’ye baglanmasi i¢in gerekli oldugu belirlenmistir
(Sorenson,1999, Costa, 2003; Deveci, 2012).

Apo A-Ive
diger ligandlar
HDL bagh protein \ TN

hiicre membramm = /200l " Ll

HDL'nin membrana
baglanmasi

HDL'nin membranlardan
ayrilmasi

Transfer

Sekil.1.6. Paraoksonaz enziminin hiicreden HDL’ye transferi

PON1’in pestisitlerden paraokson gibi organofosforlu insektisitlerin lipid

peroksidasyonu ve detoksifikasyonuna katilmasina neden olan lipid peroksitleri
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hidroliz ederek LDL’yi oksidasyondan korumak i¢in bulundugu belirtilmistir
(Mackness, 1998, Sorenson, 1999).

HDL’nin apo A-l ile iliskili amino ucundaki hidrofobik bolgede PON1, LDL’nin
oksitlenmesi ile olusan proinflamatuvar molekilleri parcalayip damar hastaliklar
riskini en aza indirebilir. in vitro olarak glutamin ve histidin bakiyelerinin, pozisyon
yirmi ve yirmi bir’de alanin ile yer degisimi PON ekspresyonuna neden olur.
PON’un lipoproteinler ile etkilesimi icin N-terminal ugtaki hidrofobik sinyal
sekansinin gerekliligi arastirilmis; HDL ile PON birlesmesi ile alakali olarak yapida
N-terminal ucta hidrofobik sinyal icin peptidinin gerekli oldugu belirlenmistir.
N-terminal hidrofobik peptidin apolipoprotein eksikliginde dogrudan fosfolipidlere
bagli bulundugundan, PON’un dolasimda HDL’deki fosfolipidlere bagli halde
bulundugu tespit edilmistir (Mackness, 1991; Uysal vd., 2011).

1.2.2.3. Paraoksonazin Organofosforlu insektisit Detoksifikasyonu

Organofosforlu insektisitlere kars1 PON1’in en 6nemli gorevi, hidroliz yolu ile,
organofosfor tirevi insektisitlerin zararlarini ve sinir gazlarin etkisiz hale getirmesi
olarak belirlenmistir. Yaygimn olarak kullanilan paratiyon ve klorpirofos-okson gibi
organofosfor bilesikleri ile sinir gazlar1 olan somon ve sarin gibi, PON1’in 6nemli
substratlar1 oldugu belirlenmistir. Fakat, memeli canlilarda bulunan PONI1’in bu
substratlara kars1 olan ilgisi zayif oldugundan, tarimsal isgilerinin organofosforlu
insektisit ile zehirlenmelerine sik rastlanmaktadir. Bu durumdan dolay1, organofosfor
tirevlerine maruz kalanlarda kronik olarak diisiik dozda, PON1’in daha ¢ok etki
ettigi tespit edilmistir. Organofosforlu insektisitlere kars1 koruma, PON1’in yalnizca
doku veya kan dlzeylerine degil izoenzimlerine de baghdir. PONI1’in,
organofosforlu insektisitleri ve diger organik esterleri hidroliz edebilme seviyesi,
canlilar arasinda genis varyasyon gosterebilir. R tipi, Q tipine gdre paraoksonun
hidrolizinde daha etkili olmasina ragmen; organofosforlularin ¢ogu, Q izoenzimi ile
daha iyi hidroliz edildigi belirlenmistir (Rodrigo, 2001; Baskol, 2004).
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BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

Senses vd., (1999), derleme makalesinde serbest radikaller ve antioksidan sistem
hakkinda genel bilgiler verilmistir. Bilirubin in vitro potent bir antioksidan oldugu,
Sarilikli yeni dogan ratlarda hiperoksiye maruz birakilan ¢alisma da solid dokularda
etkisinin olmadigi, ancak yeni dogan ig¢in gecici bir antioksidan goérevi

gorebileceginden s6z edilmistir.

Oncii vd., (2002), Klorprifos-etil’in sican karaciger dokusuna toksik etkilerini
histolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirmis, sonu¢ olarak, Klorprifos etil’in
karaciger dokusunda antioksidan savunma sistemini bozdugunu ve antioksidan

savunma potansiyelini azalttig1 belirtilmistir

Karaaytug, (2004), Cyprinus carpio (L.1758)’da Kadmiyumun doku birikimi ve
serum parametrelerine etkileri arastirmis, tum dokularda kontrole oranla 6nemli
diizeyde birikim belirlendigi bildirilmistir. Metalin kisa sireli etkisinde serum
aminotransferaz, total protein, albumin ve glukoz duzeylerinin kadmiyumdan
etkilendigi siirenin uzun tutulmasit sonucunda ise bu etkinin ortadan kalktig

belirtilmistir.

Baskol ve Kose, (2004), Paraoksonazin biyokimyasal ozellikleri, fonksiyonlar1 ve
Klinik 6dnemine vurgu yapmis olup, bu derlemenin ilerdeki ¢aligmalara 151k tutucu

oldugu belirtilmistir.

Ustiindag vd., (2005) calismasinda soy izoflavonlarin, (karbon tetra kloriir) CCly ile
olusturulan ratlarda plazma arilesteraz ile paraoksonaz enzim duzeyleri ve karaciger
hasar1 (zerine etkileri arastirilmistir. Soy izoflavonlarin antioksidan etkiye sahip
oldugu ve soy izoflavon uygulamasinin oksidasyonu engellemede paraoksonaz
enzimi gibi bazi antioksidan Ozellik gostererek enzimleri de stimule ettigi

belirtilmistir.
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Kdse ve Uysal, (2008), Enne Barajinda (Kiitahya) kaplica sulari ile beslenen cinsi
olgunluga erismemis pullu sazanlarin (Cyprinus carpio) deri, solungac ve kasinda
agir metal birikimi oranlar1 arastrmistir. Kas dokuda metal seviyelerinin

solungaclardan 6nemli derecede diisiik bulundugu belirtilmistir.

Kurban vd., (2010), Multiple skleroz (MS) hastalarinda serum arilesteraz ve
paraoksonaz aktiviteleriyle oksidatif stres arastirmistir. Sonug olarak MS hastalarina
ait TAS seviyeleri kontrol grubuna bakarak anlamli derecede diisiik bulunmus ve
sebebinin bilinemedigi vurgulanmistir. MS’de endojen antioksidanlarin artan
oksidatif stres sonucu tiiketilmis olabilecegi hastalara ek olarak antioksidan

takviyesinin faydali olabilecegi bildirilmistir.

Bayir ve Atamanalp, (2011), Saponin’in Gokkusagi Alabaligi’nda (Oncorhynchus
mykiss) bazi antioksidan enzim aktiviteleri, HSI ve agirlik artis1 Gizerine etkileri
arastirmistir. Calisma sonunda GR (Glutatyon rediktaz) ve G6PD (Glikoz 6- fosfat
dehidrojenaz) enzim aktivitelerinin kontrol grubuna oranla diger gruplarda diisiis
gosterdigi, GR’deki diisiis istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. G6PD’deki deger
diisiikliigii onemli bulunmamistir. canli agirlik artist ve HSI parametrelerinde en

yiiksek deger kontrol grubunda bulunmustur.

Uysal vd., (2011), derleme makalesinde, paraoksonazin normal fizyolojik
gorevlerinin yaninda hastaliklarin etiyopatogenezinde sahip oldugu roli analiz
etmeyi amaclamis, enzimin transkripsiyon ve translasyon oncelikli olmak sartiyla
diizenleyici mekanizmalar1 ile beraber molekiler mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasi, enzimin antioksidan etkisini belirlemek i¢in agonistlerden yararlanmada

ilerde topluma yardimci olabilecegi belirtilmistir.

Alak vd., (2011), ¢alismasinda pestisitlerin, tarimda zarar meydana getiren canlilar
kontrol edebilmek amaciyla kullanildigi, bu kimyasallar konsantrasyonlarina ve
Ozelliklerine gore akuatik organizmalara dogrudan ya da dolayli etki ettigi
belirtilmistir. Derlemede, pestisitler ile ilgili 6ncelikle sucul canlilardaki antioksidan
enzim aktivitelerine etkilerinin incelendigi c¢alismalar bir araya getirildigi

bildirilmistir.

23



Askin vd., (2012), Paraoksonaz-1 enziminin bazi kinetik 6zelliklerinin incelenmesi
ve Ghrelin hormonu ile iligkisini incelemistir. Paraoksonaz-1 enziminin pH:7.1 ve
37°C’de optimum aktivite gosterdigi saptandigi, Paraoksonaz-1 enziminin aktif
ghrelin hormonuna etki ettigi ve aktif ghrelin hormonunu 20 dakika sonunda % 9.5

oraninda inaktif ghreline dontistiirdiigii tespit edildigi belirtilmistir.

Deveci., (2012), calismasinda farelerde Klorprifos-etil ile deneysel Parkinson
olusturulmus beyin dokusu ve plazma PON1 aktivitesi, TAS ve TOS seviyeleri
tizerine CAPE’nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Sonug olarak,
tarimda yaygm olarak kullanilan CPF’nin deneysel Parkinson olusumunda
kullanilabilecegi, CAPE’nin deneysel Parkinson’da beyin dokusu ve plazma PON1
aktivitesi, TAS artarken, TOS, seviyelerini ise diisiirdigii ve beyinde ise olusan

ndrodejenerasyonlara karsi koruma etkisinin olabilecegi belirtilmistir.

Kaya vd., (2014) ise, Cyprinus carpio (L., 1758)’da tebukonazol’iin serum oksidan
(TOS), total antioksidan (TAS) ve duzeylerine etkisini arastirmistir. Kontrol grubuna
kiyasla serum TAS duzeyleri fungusit uygulanmis gruplarda azalmis, ve TOS
bakimindan artis oldugu, tebukonazol uygulamasinin Cyprinus carpio’nun serum

TOS ve TAS dizeylerinde 6nemli degisimler meydana getirdigi bildirilmistir.

Ekmekyapar vd., (2014), Klorprifosun, Daphnia magna (Su piresi) kullanarak
toksitesinin arastirilmasi ve gevresel risk degerlendirilmesi amaglanmistir. Daphnia
magna ‘da yapilan toksisite analiz sonuglarina gore, klorprifos yogunlugu arttikca

toksisitede % 45’ e varan artig gozlendigi bildirilmistir.

Uslu vd., (2016), Cypermethrin uygulanan Israil Sazani’nda (Carassius gibelio
Bloch, 1782) oksidatif stres parametrelerine etkisini arastirmig, Cypermethrin ve
benzeri pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi halk sagligini olumsuz
etkiledigi ve gevrede ekolojik sorunlara yol agtig: bildirilmistir. Calisma sonuglarinin
ise kisa bir siire Cypermethrin’e maruz kalinmasinda bile oksidan ve antioksidan

dengesinde olduk¢a 6nemli bozulmalaa sebep oldugu belirtilmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu caligmada Tahtak6prii Baraji’ndan tutulan ve her birinin ortalama agirligi 200-
220 gr. olan 30 adet Cyprinus carpio (L. 1758) kullanildi. Baliklarin laboratuvara
nakli saglanarak 10 giin boyunca baliklarda 1 g/L olacak sekilde su bulunan
polietilen tanklarda (22-25 °C ve normal fotoperyod) yeni ortama adaptasyonlari
saglandi. Gruplar olusturulurken baliklar tartilarak, gruplarin birbirine esdeger
agirlikta olmasi saglandi. Daha sonra her grupta 10 adet olacak sekilde baliklar;
kontrol grubu, 0.040 mg/L CPF | ve 0.080 mg/L CPF Il grubu olmak tizere 3 gruba
ayrildi. 14 giinlik uygulama sonunda baliklardan kaudal venadan kan ornekleri
heparinli tuplere alindi. Daha sonra +4 °C’de, 3000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

Elde edilen plazma 6rnekleri analizler yapilincaya kadar -20 °C' de sakland.

3.2. Metot

3.2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

1. Sogutmali santrifiij (Heraeus christ)

2. Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch, Shimadzu UV-1201))
3. Hassas terazi (Scaltec)

4. Deiyonize su cihazi (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
5. Vorteks (Labinco)

6.pH metre (inoLab)

7. Otoanalizor (HumaStar 600)

8. Buzdolab1 (-20 °C) (Bosch)

9. Ayarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 pl)
10.Homojenizator (Wiggen Hauser)

11. Manyetik karistirici (Labinco-532)
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3.2.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler

. Total oksidan seviye Kiti (Rel Assay)

. Total antioksidan seviye kiti (Rel Assay)
. Paraokson (Supelco)

. Klorprifos-etil (Hektas Ticaret A.S)

. Monosodyum hidrojen fosfat (Fluka)

. Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich)

. Sodyum klorur (Sigma-Aldrich)

. Disodyum hidrojen fosfat (Fluka)

© 00 N o o b~ W N e

. Kalsiyum klortr (Sigma-Aldrich)

10. Trisma (Sigma-Aldrich)

11. Aseton (Sigma-Aldrich)
12.Tris-HCI (Sigma-Aldrich)

13. Hidroklorik asit (Merck)
14.p-dimetil amino benzaldehid (Merck)

3.2.3. Biyokimyasal Olgtimler

3.2.3.1. Plazma Total Antioksidan/Oksidan Seviye

Plazma TAS ve TOS 6l¢imleri, Erel’in gelistirdigi metoda gore yapildi. (Erel 2004,
Erel 2005).

3.2.3.1.a. Total Antioksidan Seviye

Prensip: Bu 06lgim mavi-yesil renkli ABTS radikal katyonunun renk kaybi
prensibine dayanmaktadir. Orneklerdeki antioksidan molekiiller, mavi-yesil renkteki
ABTS radikalini renksiz ABTS formuna doniistiiriirler. Spektrofotometrede 660
nm’de meydana gelen absorbans degisikligi 6rnekteki toplam antioksidan miktariyla
iligkilidir. Vitamin E’nin analogu olan Trolox Equivalent (Standart antioksidan

soliisyonu) ile kalibre edilir ve sonuclar mmol Trolox Eq./L olarak gosterilir.

Kullanilan Standart ve Reaktifler
Standart-1:0.0 mmol Trolox Eq./L (Kor ¢ozeltisi)
Standart-2: 1.0 mmol Trolox Eq./L ¢Ozeltisi
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Reaktif-1: Test tamponu

Reaktif-2: Renklendirilmis ABTS [2,2'-azino-bis(3-etil benzthiazoline-6-
stlfonik asit)] radikal ¢ozeltisi

Tablo 3.1. Total Antioksidan Seviye (TAS)

1.0kuma 2.0kuma
Std-1 Mikroplak igine Birinci Okumadan sonra
200 pl reaktif-1 + 12 pl Std-1 mikroplaga 30 pl reaktif-2 ekle
ekle 10 dakika Oda 1s1s1 (inkiibasyon)
Std-2 Mikroplak igine Birinci Okumadan sonra
200 pl reaktif-1 + 12 pl Std-2 mikroplaga 30 ul reaktif-2 ekle
ekle 10 dakika Oda 1s1s1 (inkiibasyon)
NUMUne Mikroplak igine Birinci Okumadan sonra
200 pl reaktif-1+ 12 pl numune mikroplaga 30 ul reaktif-2 ekle
ekle 10 dakika Oda 1s1s1 (inkiibasyon)
660 nm’de Absorbans-1 oku 660 nm’de Absorbans-2 oku

Sonu¢ Hesaplama;
Sonug =[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]

[(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

A Standart-1’in absorbansi = (Std-1’in ikinci absorbansi — Std-1’in ilk absorbansi)
A Standart-2’nin absorbansi = (Std-2’in ikinci absorbansi — Std-2’in ilk absorbanst)

A Orn. absorbans1 = (Orn. ikinci absorbans1 — Orn. ilk absorbanst)

3.2.3.1.b.Total Oksidan Seviye

Prensip: Numune icerisinde bulunan oksidan molekiller, ferréz iyon-o-dianisidine
bilesigini ferrikiyona okside ederler. Gliserol tepkimeyi hizlandirarak, bulundugu
ortamda tepkime hizini ortalama ii¢ katina ¢ikarir. Asidik ortamda ferrik iyonlar

xylenol orange ile renkli bilesik meydana getirirler. Numunude bulunan oksidan
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molekiillerin miktariyla iliskili olan renksiddeti spektrofotometrede 6lctlir. Sonuclar
hidrojen peroksitle kalibre edilir ve pmol H,O,Eq./L olarak verilir.

Kullamilan Standart ve Reaktifler

Standart-1: Kor ¢ozeltisi (deiyonize su)

Standart-2: Stabilize edilmis standart stok ¢ozeltisi (800 mM H202Eq./L, 10 ml x1)
Reaktif-1: Test tamponu (50 ml x1)

Reaktif-2: Prokromojen ¢ozeltisi (10 ml x 1)

Stok ¢ozeltiden 50 pl alinir 10 ml deiyonize su ile karigtirtlir. Bu karisimdan 50 pl
alindiktan sonral0 ml deiyonize su tekrar karistirilip vortekslenir. Boylece standart-2

stok c¢ozeltisi 40.000 kat sulandirilmis oldu. Bu ¢ozelti glinlik olarak hazirland:.

Tablo 3. 2. Total Oksidan Seviye (TOS)

1.0kuma 2.0kuma
Std-2 Mikroplak igine Birinci Okumadan sonra
300 pl reaktif-1 + 45 pl mikroplagal5 pl reaktif-2 ekle
Std-2 ekle 10 dakika Oda 1sis1 (inkiibasyon)
Nunume Mikroplak icine Birinci Okumadan sonra
300 pl reaktif-1 + 45 pl mikroplagal5 pl reaktif-2 ekle
numune ekle 10 dakika Oda 1sis1 (inkiibasyon)
530 nm’de Absorbans-1 oku 530 nm’de Absorbans-2 oku

Sonu¢ Hesaplama;

Sonug = [(AAbs Orn.) / (AAbs Std-2)] x 20 (Std-2 degeri)

AAbs Orn. = Ornegin ikinci absorbansi — érnegin ilk absorbansi

AAbs Std-2 = Standart-2’nin ikinci absorbansi — standart-2’nin ilk absorbansi
Std-2 degeri = 20 umol H.02 Eq./L
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3.2.3.2. Plazma Paraoksonaz Aktivite Ol¢limii
Plazma paraoksonaz enzim aktivitesi, Eckerson (1983), Gursu ve Gulct (2003)’niin

metotlaria gore yapildi.

Prensip: PONL1 tarafindan paraoksonun (0,0-dietil-0-p-nitrofenilfosfat) hidrolizi
sonucu olusan p-nitrofenolin  25°C’despektrofotometrik olarak 412 nm’de
absorbansinin 6l¢iilmesi esasmna dayanir. PON1 aktivitesi, p-nitrofenoliin molar
absorbsiyon katsayisi ve deneyde yapilan diliisyonlar géz oniinde bulundurularak
U/L seklinde verildi. Dakikada 1 pmol paraoksonu, p-nitrofenol’e doniistiiren enzim
aktivitesi U (Unite) olarak belirlendi (Eckerson1983).

Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (0.1M) (a): 10 mililitrelik 1 M HCI ¢6zeltisinin hacmi,
distile suyla 100 mililitreye esitlendi.

Tris Cozeltisi (0.1 M) (b): 1.21 g tris distile suda c¢ozllerek, hacmi 100 mililitreye
esitlendi.

Tris-HCI Tamponu (20 mM, pH:8): 29 mililitre a-¢tzeltisi Gzerine 50 mililitre b-
cozeltisieklendi ve pH’s1 8’¢ ayarlandi. Daha sonra distilesuyla 100 mililitreye
esitlendi.

Calisma Soliisyonu [kalsiyum Kloriir-paraokson (2 mM)]: Bir miktar tris-
HCllzerine 29.4 mg kalsiyum klorir (CaCl2.2H20) eklenir. Bunun UGzerine 1.5 ml
asetonda ¢Ozilen 44 ul paraokson eklenir ve tris-HCI tamponu ile hacmi 100

mililitreye esitlenir.

Deneyin Yapihsi:

Her bir numune ve kor mikroplagina 280 pl ¢alisma soliisyonu eklendi. Daha sonra
kor mikroplagina 8 pl distile su, numune mikroplagina ise 8 pl plazma eklendi.
25°C’de, 2 dk sireyle kore karst numunenin 412 nm’deki absorbans artis1 belirlendi.
(AA/dk: dakikadaki absorbans farki).
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AA/dk x SF x 106
U/L (umol/dk/L) =

£x 1/0.6

AA/dk : Dakikadaki absorbans degisimi

g : p-nitrofenollin molar absorbsiyon katsayisi (mevcut deney sartlari i¢in 18290)
SF: Seyreltme faktoru ( Total hacim/Numune hacmi)

106 : umole ¢evirme faktori

1/0.6: Plate 151k yolunun uzunlugu

3.2.3.3. Plazma HDL Olgiimii

Plazma HDL 6lciimdi ticari kitler kullanilarak otomatik analizérde belirlendi.

3.2.4. Istatistiksel Hesaplamalar

Calismada elde edilen sonuglarin istatistiksel hesaplamalari, istatistik Paket Programi
SPSS 16.0 for Windows kullanilarak yapildi. Gruplarda anlamli iligski olup olmadigi,
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Istatistiksel olarak hangi gruplar
arasinda farkliliklarin oldugunu belirlemek i¢in ¢oklu karsilagtirma (post hoc) analiz
testlerinden, Tukey testi ile yapildi. Elde edilen sonuclar, ortalamatstandart sapma
(X£SD) olarak verildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Artan diinya niifusunun gida ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla tarim alanlarinda
bitkisel (retim duzeyini olumsuz etkileyebilecek bdcek populasyonuna karsi
kullanilan organofosforlu bilesikler 6zellikle yer alti ve yer iistii su kaynaklarina
karigabilmektedir. Bu sekilde su kaynaklarindaki faunanin bundan ne sekilde
etkilenebilecegi, organofosforlu bilesiklerin etki diizeyinin ne derece toksik bir
karakter tasiyabilecegi sorularinin cevabi, sucul yasamin siirdiiriilebilir olmasi1 ve
bunlar1 nihayetinde tliketen insanlar i¢in gida giivenligi acisindan son derece
onemlidir.

Deneysel kurgulanan c¢alismamizda toksikasyon diizeyinin  biyokimyasal
parametreler ile gosterilebilmesi icin sucul ekosistemde énemli bir indikator olan ve
detoksifikasyon mekanizmalar1 bilinen balik tiirlerinden (Cyprinus carpio)
secilmistir. Calismamizda kontrol grubu, 0.040 mg/L CPF 1 grubu ve 0.080 mg/L
CPF Il grubu olmak tizere 3 grup olusturuldu. 14 ginlik uygulama sonunda
baliklardan kan Ornekleri alindi ve plazmalari ayrildi. Elde edilen plazma
orneklerinde TOS/TAS seviyeleri, PON1 aktivitesi ve HDL diizeyleri analiz edildi.

4.1. Biyokimyasal parametreler

Plazma total antioksidan seviye, total oksidan seviye, paraoksonaz aktivitesi ve
yuksek dansiteli lipoprotein duizeylerine ait 6lciim sonuglari tablo 4.1.”de verilmistir.
Tablo 4.1. Kontrol ve deney gruplarina ait TAS/TOS, PON1 ve HDL seviyeleri.

Bivokimyasal Parametreler Kontrol CPFI(0.040 mg/L) | CPFII(0.080 mgL) | P<
(n=10) (n=10) (n=10)
TAS (mmol Trolox Eav./L) | 0.63920.01032 0.53320.069° 0.46+0.11° 0.001
TOS (umol H,0: Eqv./L) 3.68£0 46 4.50+0 48P 4710 36° 0.001
PON (UL) 46.70£5.732 35.10+4,72° 31.80+5.67° 0.001
HDL (mg/dL) 534405732 41 60=+6.83° 37.70+5.18° 0.001

a b Aym satirda farkli harfler arasinda istatistiksel olarak Onemli fark oldugunu

gostermektedir (p< 0.001), n: Her gruptaki canli sayis1
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4.1.1. Plazma Total Antioksidan Seviyeleri

Olgtimlerimizde elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrol, CPF I ve CPF II
gruplarinda total antioksidan seviye sirasiyla 0.639, 0.533 ve 0.46 mmol Trolox
Eq./L bulunmustur. Plazma TAS seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda,
istatiksel olarak ©6nemli bir fark tespit edildi (p<0.001). Klorprifos uygulanan
gruplarda (CPF | ve CPF Il) kotrol grubuyla karsilastirilmasinda TAS seviyesinde
anlamli derecede bir azalis saptand1 (p<0.001).

Total Antioksidan Seviye
0,7
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 - mTAS
0,2 -

0,1

Kontrol CPF 1(0.040 mg/L) CPF 11(0.080 mg/L)

Grafik 4.1.1. Kontrol ve deney gruplarina ait total antioksidan seviyeler. “Kontrol
grubu ile 6nemli istatistiki fark (p<0.001).

4.1.2. Plazma Total Oksidan Seviyeleri

Kontrol, CPF I ve CPF II gruplarinda sirasiyla total oksidan seviye 3.68, 4.50 ve
4.71 pmol H202 Eq./L belirlenmistir. Gruplar arasindaki plazma TOS seviyeleri
incelendiginde, gruplar arasinda istatistiki Onemde bir fark oldugu gozlendi
(p<0.001). Klorprifos doz uygulamasinin artisi ile oksidan seviyeninde arttig
belirlendi. Pestisit uygulanan her iki grup (CPF | ve CPF II) ile kontrol grubu
arasinda istatistiki anlamda fark énemlidir (p<0.001).
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Total Oksidan Seviye

mTOS

Kontrol CPF1(0.040 mg/L) CPF11(0.080 mg/L)

Grafik 4.1.2. Kontrol ve deney gruplarina ait total oksidan seviyeler. “Kontrol grubu
ile 6nemli istatistiki fark (p<0.001).

4.1.3. Plazma Paraoksonaz (PON1) aktivitesi

Kontrol, CPF I ve CPF II gruplarinda paraoksonaz aktivitesi sirastyla 46.70, 35.10
ve 31.80 U/L saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla madde verilen gruplarda
paraoksonaz aktivitesinde bir azalig belirlendi. Her iki gruptaki (CPF I ve CPF II) bu
azalis kontrol grubu ile istatistiki anlamda 6nemli bir fark tagimaktadir (p<0.001)

tespit edilmistir.

Paraoksonaz Aktivitesi

40
30
= PON
20

10 -

Kontrol CPF1(0.040 mg/L) CPF 11{0.080 mg/L)

Grafik 4.1.3. Kontrol ve deney gruplarina ait paraoksonaz aktiviteleri. “Kontrol
grubu ile 6nemli istatistiki fark (p<0.001).
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4.1.4. Plazma HDL Seviyeleri

Analiz sonucu kontrol, CPF I ve CPF II gruplarinda yiiksek dansiteli lipoprotein
diizeyleri sirastyla 54.40, 41.60 ve 37.70 mg/dL olarak belirlendi. Yuksek dansiteli
lipoprotein miktarlar1 klorprifos uygulanan gruplarda (CPF | ve CPF IlI) kontrol

grubuna kiyasla 6nemli derecede azalma gostermistir (p<<0.001).

Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

60 -
50
40
30 m HDL
20 A

10 4

Kontrol CPF1(0.040 mg/L) CPF 11(0.080 mg/L)

Grafik 4.1.4. Kontrol ve deney gruplarina ait yiiksek dansiteli lipoprotein diizeyleri.

“Kontrol grubu ile 6nemli istatistiki fark (p<0.001).
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Zararhlarla miicadelede kullanilan pestisitler her ne kadar daha fazla iiriin elde
edilmesi ve gidalarin zararlilardan korunmasi i¢in kullanilsa da bu kimyasallar
ekolojik sistem ve canli organizmalar Uzerinde olumsuz etkiler meydana
getirmektedir. Pestisitler tarim {iriinlerinin verim ve kalitesinde azalmaya sebep olan
zararlilar1 kontrol etme konusunda kolaylik sagladigi icin daha ¢ok tercih
edilmektedir. Gunumuzde organofosforlu bir insektisit olan Klorprifos-etil tarim
alaninda yaygin olarak kullanilan bir bdcek ilacidir. Bu insektisit her ne kadar
bitkilere zarar veren bocekleri hedef alsa da yagmur sulari, drenaj sulart ve yer alti
sularina karigarak akarsu, gol ve deniz gibi sucul ekosistemde yasayan canlilar1 da
etkilemesi  s6z  konusudur. Ayrica sucul ekosistemde insektisitlerin
biyokonsantrasyonu besin zinciri yoluyla baliklarda en yiiksek seviyeye
ulagsmaktadir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada besin zinciri yoluyla pestisitlerin akut ve
kronik etkilerinin canlilar Uzerinde genototoksik, embriyotoksik, nodrotoksik ve
karsinojenik etki yarattigi bildirilmistir (Stephen vd, 1997; Eaton vd, 2008; Deveci,
2015).

Yapilan bu calismada, baliklara farkli konsantrasyonlarda verilen Klorprifos-etil’in
plazma PON1 aktivitesi, total oksidan ve total antioksidan seviyeleri (zerine

etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Diger omurgali canlilardan farkli olarak baliklar hem mevsimsel hem de ginluk
sicaklik ve oksijen degisimine maruz kalabildikleri gibi kararsiz ¢evre kosullarina da
ayak uydurabilirler. Bu mekanizmalar enzimatik olan ve enzimatik olmayan yapilari

icine alir (Borazan ve Ozkurt, 2006).

Baliklarin oksidatif stresten korunmasi, suda ve yagda ¢Ozinebilen antioksidan
vitaminlerce saglanir. Bu korunma baliktan baliga degismekle birlikte yiiksek oranda
baliklarin kas dokusunda bulundugu belirtilmektedir. Antioksidan enzim miktar

baligin yasami sona erdikten sonra artan lipid peroksidasyonu sonucu azalir.

35



Antioksidanlar Uzerinde son yillarda yapilmis olan c¢alismalar insanlar igin
antioksidanlarin 6nemine dikkat c¢cekmektedir. Baliklarda ¢esitli antioksidanlar
tizerinde yapilan GOk sayida arastirmayla birlikte, baliklardaki endojen antioksidanlar

arasindaki etkilesim (izerine arastirma oldukca yetersizdir (Gokhan, 2007).

Propiconazole ile yapilan bir ¢alismada Propiconazole uzun siireli maruz kalmanin,
gokkusagi alabalig1 beyninin antioksidan savunma sistemi ve Na (+), K (+), ATPaz
aktivitesi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Gokkusagi alabaliklarinin (O.mykiss)
degisik zamanlarda (7 giin, 20 giin ve 30 gun) ve farkli yogunluktaki (0,2 ug/l, 50
ug/l ve 500 pg/l) Propiconazole maruz birakildigi belirtilmistir. Calismada 7 gunlik
olan kisimda antioksidan mekanizmanin bu etkiye uyumla cevap verdigi
bildirilmistir. Oksidatif stresin gdstergelerinin 20 ginlik ve 30 glnlik siire zarfinda
ise ylksek seviyelere ¢iktigi, antioksidanlarda inhibisyon goriildiigli belirtilmistir.
Uzun sureli uygulamalarda ise oksidasyona ugradig: bildirilmistir (Li vd, 2010).

Diger bir ¢aligmada, Cypermethrin uygulanmig Carassius gibelio’nun kas, karaciger
ve bobrek gibi farkli dokulartyla serum orneklerindeki etkileri incelenmistir. 96 Saat
gibi kisa bir siire zarfinda oksidasyonu arttirdigi belirtilmistir. Bunun yani sira
antioksidan mekanizmalarin inhibe oldugu ve organizmanin 6nemli boyutlarda
oksidatif strese maruz kaldig belirtilmistir (Uslu vd, 2016).

Diger bir ¢alismada Zebra baliklarmma (Danio rerio) farkli yogunlukta agir metal
(kadmiyum, bakir, ¢inko) uygulandigi belirtilmistir. Muamele sonrasinda solungag
dokularinda lipit peroksidasyon ile Glutatyon (GSH), Malondialdehit (MDA),
Katalaz (CAT) gibi antioksidanlar ve total protein seviyelerinin incelendigi
bildirilmisgtir. Calisma sonucunda ise Cinko, Bakir ve Kadmiyumun cok az
yogunlukta, solungaclardaki antioksidan mekanizmalarini aktive ettigi belirtilmistir
(Unver vd., 2014).

Yapilan bir derleme makalesinde pestisitlere ve agir metale maruz birakilan sucul
canlilarda oksidatif stres belirtecleri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin
arastirildigr bildirilmistir. Canlilarin sahip oldugu ozelliklerden biri de hicre ve
dokularindaki enerji akiginin kontrol edilmesi oldugundan bahsedilmistir. Serbest

radikallerin olusumu ile gelisen oksidatif stresin gesitli sistemler ile biyomolekdllere

36



zarar verdigi bildirilmistir. Bunun sonucunda akuatik canlilarda antioksidan savunma
mekanizmalari, ¢evre kosullarina bagli olarak degisen ve adaptasyona bagli olarak
bazi yanitlar gelistirdigi belirtilmistir. Akuatik organizmalarin organ ve dokularinda
tespit edilen cevaplar, asil olarak ekolojik ¢evrenin tamamiyle negatif etkilendiginin

de bir gostergesi oldugu sonucuna varilmigtir (Akbulut vd., 2014).

Antioksidan ve oksidan parametrelerin ayr1 ayri1 Olc¢lilmesinin ya da birlikte
Olclilmesinin karsilagtirildigi calismalarda, canli organizmada antioksidan ve
oksidanlarin birbirleriyle sinerjistik etkilesimi olabileceginden bu parametrelerin tek
tek Olculmesinden ziyade total oksidan ve total antioksidan seviyelerinin

6lglilmesinin daha uygun olabilecegi bildirilmistir (Erel, 2004; Erel 2005).

Kaya vd’lerinin yaptigi ¢calismada Cyprinus carpio (L. 1758)’da kullanilan fungusit
tebukonazol’iin serum total oksidan (TOS), total antioksidan (TAS) duzeylerine
etkilerinin arastirildigi belirtilmistir. Calismada tebukonazol uygulanan gruplarda
kontrol grubuna oranla serum TAS diizeylerinin azaldig: bildirilmistir. Diger yandan
ise TSA ve TOS bakimindan artiglar oldugu belirtilmistir (Kaya vd., 2014).

Yaptigimiz ¢alismamizda yasam ortamlarina 0.040 ve 0.080 mg/L CPF uygulanan
baliklarla, CPF uygulanmamis kontrol grubu baliklardan 14 giin sonra alinan kan
orneklerinde biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla
CPF gruplarinda (0.040 ve 0.080 mg/L) TOS diizeylerinin anlamli derecede
yiikseldigi (p<0.001), buna karsin TAS diizeyinin ise 6nemli derecede azaldigi
(p<0.001) tespit edildi. Yasam ortamlarma farkli konsantrasyonlarda CPF
uyguladigimiz baliklarda TAS diizeyinin azalmasinin, TOS diizeyinin ise artmasinin
nedenin CPF’nin serbest radikal tiretimini arttirarak lipit peroksidasyonunu baslattig

ve oksidatif hasara neden oldugu kanisindayiz.

Sucul organizmalarda biyobelirtecler, oksidatif stres tayininde buytk bir rol
oynamaktadir. Cevre Kkirliliginin 6nemli biyolojik belirleyicileri; glutatyon,
antioksidanlar, malondialdehit, stokrom P—450 monooksijenazlar ve karmasik

fonksiyon oksidaz sistemi faz Il enzimleridir (Borazan ve Ozkurt, 2006).
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Organofosforlu ve karbamath insektisit kirliliginin analizinde Asetilkolinesteraz
aktivitesi yiksek ozelligi olan biyolojik belirtegtir. Lipid peroksidasyonu ve katalaz
oksidasyon belirtecidir. Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi ise metal kirliligi ve
organik bilesikler ile ilgilidir (Narbonne, 2005).

HDL, islev yoniinden aktif bir lipolipoproteindir. Kolesterol tasinmasinda ve
metabolizmasinda etkin katkisinin yani sira, sazan, alabalik ve muhtemelen diger
teleost baliklarinda mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklara kars1 6nemli bir
savunma rolii vardir. Buna ilave olarak, HDL, hastalikli baliklarda bile plazmada
degismeyen yiiksek konsantrasyonlari koruyan 6nemli savunma fonksiyonunu elinde

tutacaktir (Villarroel vd., 2007, Karatas ve Kocaman, 2012).

Canlilarda organofosforlu insektisitlerin  toksifikasyonu; Paraoksonaz enzimi
(PON1), asetilkolinesteraz ve karboksilesteraz gibi enzimler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Paraoksonaz (PON1) karacigerde sentezlenen,
organikfosforlu bir insektisit, parationun aktif bilesigi paraoksonu hidrolizleyen bir
serum esterazdir (Gulct ve Gursu, 2003). HDL’de bulunan ve lipid peroksitleri
hidroliz etme guctne sahip oldugu belirtilen PONI1’in HDL’yi oksidasyondan
korudugu bildirilmistir (Aviram vd, 1998, Ekmekci vd, 2004, Bayrak vd 2005).
Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkisini nétrlestirdigi, hiicre zarlarinda

koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Aviram vd., 2000, Ekmekgi vd., 2004).

Yapilan bir ¢alismada, kiiltiir gokkusagi alabaligi ve albino gokkusagi alabaligi
serum paraoksonaz aktivitesi (PON), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve
malondialdehit (MDA) seviyelerini karsilastirmiglardir. Kiiltiir gokkusagi alabaligi
grubunun serum numunelerinde saptanan PON/HDL, PON aktivitesi ve HDL
diizeyleri albino gokkusagi alabaligi grubundan daha yiiksek bulundugu
belirlenmistir. Kiiltiir gokkusag1 alabaligi grubundaki ortalamada ise MDA diizeyi
albino gokkusagi alabaligi grubuna gore daha diisik bulundugu belirtilmistir
(Karatas ve Kocaman, 2012).

Bagka bir calismada yabani akarsu alabaligi ve kiiltiir akarsu alabaliginda oksidatif
stres hassasiyetinin saptanmasini amaglamislardir. Kultlr akarsu alabaligina gunlik
%48-52 ham protein igeren ticari yemler vermislerdir. Yabani akarsu alabaligina ise

dogal gidalar verildigi bildirilmistir. Baliklarin beslenme ve boyutlarindaki farklilik
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yabani akarsu alabalig1 ve kiiltiir akarsu alabaliginda MDA, PON aktivitesi ve HDL
seviyesinin degisimi i¢in 6nemli bir neden olabileceginden s6z edilmistir. Balik ve
hayvancilikta serum PON ve HDL'nin yiiksek seviyesi, dokularin ve hiicrelerin zarar
gbérmesini 6nleme agisindan 6nemli oldugu belirtilmistir. PON ile HDL ve MDA
arasindaki iliskiyi arastirmak icin ise yeni c¢alismalarin gerekliliginden

bahsetmislerdir (Karatag ve Kocaman, 2014).

Diger bir ¢alismada, farkli dozlarda ¢inko siilfat (ZnSO4) verilen Capoeta capoeta'da
plazmada paraoksonaz aktivitesi (PON1), total oksidan seviye (TOS) ve yuksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyelerini irdelemislerdir. Calismada kontrol
grubuna kiyasla artan ZnSO4 miktart ile birlikte plazma TOS seviyesinde 6nemli bir
artis tespit edildigi belirtilmistir. Kontrol grubuna kiyasla artan ZnSO4 miktart ile
birlikte plazmada PONL1 aktivitesi ve HDL seviyelerinde ise bir diisiis gézlemislerdir
(Deveci vd., 2015b).

Paraoksonaz enzimi ile HDL’nin iligskili oldugu yapilan bir¢ok calismada
belirtilmistir. Ancak baliklarda PON1 ve HDL ile ilgili yapilan ¢alismalarin kisith
olmasi bu ¢aligmanin 6nemini arttirmakta olup, calismamizin yapilacak olan sonraki

calismalara 151k tutacagi kanisindayiz.

Yaptigimiz bu calismada kontrol grubuna kiyasla CPF | ve CPF Il gruplarinda (0.040
ve 0.080 mg/L) PONL1 aktivitesinin énemli derecede (p<0.001) azaldig: tespit edildi.
CPF 1 (0.040) grubunda PON 1 aktivitesi daha yuksek iken CPF Il grubunda daha da
diisiik oldugu oldugu gozlemlendi. Ayni sekilde kontrol grubuna kiyasla CPF I ve
CPF 1I gruplarinda (0.040 ve 0.080 mg/L) HDL seviyelerinin 6nemli derecede
(p<0.001) azaldig: tespit edildi. CPF I (0.040) grubunda HDL seviyesi daha yuksek
iken CPF II grubunda daha da diisiik oldugu gd6zlemlendi. Buna gore yaptigimiz
calismada CPF I ve CPF II gruplarinda PONI1 aktivitesi ve HDL seviyelerinin
kontrol grubuna gore diisik olmasmin nedeni organofosforlu insektisit CPF’nin
baliklarda lipit peroksidasyonunu baslatabilecegi ve HDL’ye bagli PONI

aktivitesinde aktivite kaybina neden olabilecegi kanaatindeyiz.

Sonug olarak, tarim alanlarinda yaygim bir sekilde kullanilan ve her gecen giin
kullanimi artan organofosforlu bir insektisit olan CPF’nin Cyprinus carpio tlri

baliklarda artan dozlara bagl olarak TOS diizeylerinin artmasi, PON1 aktivitesi,
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TAS ve HDL seviyelerinin ise azalmasi baliklarda CPF’nin reaktif oksijen tiirlerinin
artmasina neden olarak oksidatif stresi arttirdig1 ve antioksidan sistemi zayiflattigini

diistindiirmektedir.
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