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OZET

Bu c¢alismada, pullu sazan (Cyprinus carpio)‘a farkli konsantrasyonlarda
uygulanan malathionun paraocksonaz (PON) ve arilesteraz (ARE) enzim aktivitelerine
etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi. Bunun i¢in malathionun letal konsantrasyon (LCsp)
degerinin 1/2'si 1/4'4 ve 1/8'1 ii¢ deneme grubuna 21 giin siireyle uygulandi. Malathion
uygulanan ve kontrol grubundaki baliklardan 7., 14., ve 21. giinlerde serum ve karaciger
ornekleri alindi. Almman o6rneklerde PON ve ARE enzim aktivitelerindeki degisimler
belirlendi.

Malathion uygulanan gruplarin serum ve karacigerindeki PON ve ARE enzim
aktiviteleri kontrol grubuna kiyasla azaldi (p < 0.05). Bu azalma 7. ve 14. giinlerde kontrol
grubundan istatistiksel olarak farkli bulundu (p < 0.05). 21. giinde ise bu aktivitelerde
herhangi bir fark bulunmadi (p > 0.05).

Anahtar Kelimeler: Arilesteraz, Cyprinus carpio, Enzim, Malathion, Paraoksonaz,
Pestisit, Sazan.



SUMMARY

Investigation of Effect of Malathion on Paraoxonase and Arylesterase Enzyme

Activities in Scaly Carp (Cyprinus Carpio Linnaeus, 1758)

In this study, it was aimed to reveal the effects on paraoxonase (PON) and
arylesterase (ARE) enzyme activities of malathion applied in different concentrations in
scaly carp (Cyprinus carpio). For this purpose, 1/2, 1/4 and 1/8 of LC50 concentration
value of malathion were exposed to three experimental groups for 21 days. Serum and liver
samples on 7, 14 and 21 days collected from fish in the control group and experimental
groups which exposed to malathion. Changes in the PON and ARE enzyme activities were
determined in the serum and liver samples which collected from fish.

The PON and ARE activities in the serum and liver decreased in the groups
exposed to malathion compared to that of the control group (p < 0.05). This reduction was
statistically different from the control group on 7 and 14 days (p < 0.05). There was no

difference in these activities on 21 day (p > 0.05).

Key words: Arylesterase, Carp, Cyprinus carpio, Enzyme, Malathion, Pesticide,
Paraoxonase.
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1. GIRIS

Bakteriler, mantarlar, bitkiler, bocekler ve diger organizmalar ¢evrenin dogal bir
pargasidir ve bazilar1 bir¢ok yolla fayda saglamakta bazilar1 ise zararli olmaktadir.
Ozellikle tarim sektdriinde zararlilarin kontrol altina alinmast icin caba harcanmaktadir. Bu
zararlilar1 yok edebilmek icin kullanilan en yaygin yontemlerden biri pestisit kullanimidir.
Pestisit, EPA (Environmental Protection Agency, Avrupa Cevre Koruma Orgiitii)
tarafindan herhangi bir zararliyr baskilamak, azaltmak, bozmak ya da uzaklastirmak
amaciyla kullanilan madde veya madde karisimi olarak tamimlanmaktadir (Yavuz
Kocaman, 2007).

Tarimsal endiistrinin gelismesi ile ayn1 alandan yil boyunca iiriin elde edilmesine
olanak saglanirken, bu durum sulak alanlar1 olumsuz etkilemektedir. Tarimsal miicadele
amactyla kullanilan pestisitler, tiim diinyada 6nemli cevre Kkirleticileri arasindadirlar.
Pestisitlerin, tarimsal iiretimin arttirilmasi yoniindeki faydalari anlagildik¢a kullanimi1 daha
yaygin hale gelmektedir. Pestisitlerin hemen hemen tamami akuatik yasam igin oldukga
tehlikelidir. Akuatik ortamlarda pestisit kirliligi, yagmur sularinin pestisitleri tarimsal
alanlardan akuatik ortamlara tasimasiyla veya pestisitlerin hava kosullarina bagli olarak
tasinmasiyla gergeklesmektedir. Bununla birlikte pestisitler evsel ve endistriyel
uygulamalardan sonra yiizey akintilar1 veya drenaj kanallari araciligiyla da havuz, gol ya
da nehir gibi biiyiikk su kiitlelerine ulagirlar ve burada suyun kalitesini olumsuz yonde
degistirirler (Atamanalp ve Cengiz, 2002). Pestisitler baliklarda sadece Oliimlere yol
acmaz, ayn1 zamanda deride Ozellikle bas bolgesinde, ylizgeglerde, yutakta ve viicutta
kanamalara, fazla mukus salgisina, solungaglarda hiperemi, hemoraji ve yangiya neden
olurlar. Ayrica zayiflama, durgunluk, istahsizlik, ylizmede bozukluk, kan tablosunda
degisiklik, bagirsaklarda hemoraji ve hiperemi gibi bozukluklar da meydana getirirler
(Arda vd, 2005). Diger taraftan pestisitler balik viicudunda birikerek insanlara kadar
ulagabilmektedirler (Atamanalp ve Yanik, 2001; Karasu Benli ve Giilen, 2009).

Giliniimilizde kullanilan pestisitlerin biiylik bir kism1 organofosfatli, karbamatl ve
sentetik piretroid bilesikler seklindedir. Organofosfatli pestisitler 1930’lu yillarda
Almanya’da kimyasal savas ajanlar1 olarak iiretilmis, ¢cevrede hizli ¢oziinme Ozellikleri
nedeniyle diinya ¢apinda en yaygin olarak kullanilan insektisid grubunu olusturmustur. Bu
ozellik organofosfatli pestisitlere 6nemli bir avantaj saglamasina karsin, genellikle hedef
organizma spesifiklikleri ¢ok diisiik ve hedef olmayan bir¢ok omurgali ve omurgasiz

tiirtine kars1 yiiksek akut toksisiteye sahip oldugu i¢in bir¢ok karasal ve akuatik organizma



gevredeki bu bilesiklerden oldukga etkilenebilmektedir (Fulton ve Key, 2001). Nanogram
diizeyindeki ¢ok diisiik derisimlerde bile akuatik omurgali ve omurgasizlarda toksik etkiler
olusturabilen organofosfatli pestisitlere karsi baliklar ¢ok duyarhdirlar (Hai vd., 1997).
Malathion; tarimda ve giinliik yasamda bocekleri Oldiirmek amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir insektisittir. Yararlar1 yaninda cesitli nedenlerle insanlara ve tiim ekosisteme
zararli olabilen bu fiiriiniin istenmeyen en 6nemli etkisi zehirlenmelerdir (Tugyan vd.,
2005).

Paraoksonaz ve arilesteraz, ayni gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer
olan esteraz grubundaki enzimlerdir. Paraoksonaz (PON1, E.C.3.1.8.1) enzimi ilk olarak
1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan serumunda bulunmustur (Mackness vd., 1987).
1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir multigen ailesinin iiyesi oldugu
tespit edilmis ve sirasiyla PON1, PON2 ve PON3 olarak isimlendirilmistir. Paraoksonaz,
hem arilesteraz (E.C.3.1.1.2) hem de paraoksonaz aktivitesine sahip, glikoprotein
yapisinda olan kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz enzimidir (Gan, 1991; Li vd., 1993;
Mackness vd., 1996; Mackness vd., 1997; Azarsiz ve Sénmez, 2000; Giirsu ve Ozdin,
2002; Ozdin ve Giirsu, 2003).

Paraoksonaz enziminin organofosfatli bilesiklerin hidrolizini katalizlemesi
toksikolojik ¢aligmalar igin biiyilk 6nem tasidigindan, bu tez calismasinda organofosfatl
bir pestisit olan malathion' un uygulandigi pullu sazan (Cyrinus carpio)‘da paraoksonaz ve
arilesteraz enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin ortaya ¢ikarilmasi
amagclanmistir.

Bu tez ¢alismasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

(FUBAP) tarafindan SUF.16.05. nolu proje olarak desteklenmistir.

1.1. Literatiir Bilgisi

1.1.1. Pestisitler

Pestisit, tarim iiriinlerinde veya hayvansal gidalarda iiretim, hasat, depolama ve
tasima esnasinda zarara neden olan ve bunun sonucunda degerinin azalmasina yol acan
"pest" adi verilen herhangi bir zararliya (yabanci otlar dahil) kars1 kullanilan madde veya
maddeler karigimidir (Bakal, 2010; Erdag, 2012). Pestisitler sorun yaratan bocekler,

hayvanlar, mikroorganizmalar, yabani otlar ve diger zararlilarin Olmesini ya da



davraniglarin1 degistirmesini saglayan biyolojik olarak aktif kimyasallardir (Giiler ve
Cobanoglu, 1997).

Pestisit, kimyasal bir madde olabilecegi gibi, biyolojik bir ajan, antimikrobikyal
veya dezenfektan ya da herhangi bir arag¢ da olabilir. Pestisit benzeri maddeler, pestisit gibi
kullanilan veya bir kismi bu kapsama giren biyopreparatlar, bocek ve bitki gelisim
diizenleyicileri, feromonlar (hormon tasiyan) ve diger cezbediciler, beslenmeyi
engelleyiciler, repellentler (bocek uzaklastiric1 ilaglar), tuzaklar, bitki aktivatorleri,
fizyolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan preparatlar ve benzeri maddelerdir (Anonim,
2012).

Pestisitler zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da zararlarini
azaltmak amaciyla kullanilmakta ve sonu¢ olarak irlinlerin kullanim siirelerini
uzatmaktadir (Anonim, 2012). Bu durum pestisit kullaniminin temel amacinm
olusturmaktadir. Diger taraftan pestisitlerin yaygin kullanilmalarinin ana nedenlerinden
biri de diinya niifusundaki artis ve buna bagl olarak tarim alanlarindan ekonomik olarak
daha fazla kar elde etme istegidir. Bu agidan bakildiginda pestisitler ekonomik yonden
olduk¢a oOnemlidirler. Tarimmsal {riinlerin bozulma ve kaybini Onleyerek yetistiriciye
ekonomik anlamda bir katki saglarlar. Bu nedenle pestisitler ayn1 zamanda ekonomik
zehirler grubuna alinmis ve ekonomik toksikoloji igerisinde de incelenmektedir. Pestisitler
yalnizca tarimsal iiretimde artis ve korumaya neden olmaz, ayn1 zamanda pestlerle taginan
hastaliklarin oranimi da diisiiriirler. Cok sayida hastalik pestisit uygulamalari ile kontrol
altina alinabilmektedir. Bu bakimdan hem halk sagliginin hem de besinlerin korunmasina
yardimc1 olurlar. Ancak, yanlis doz ve uygulama siiresi ile ¢esitli alanlarda kullanilmalar1
cevre saghig acisindan biiylik bir dezavantaj olusturmaktadir. Uygulanmalar1 esnasinda
gereken 6zen gosterilmedigi takdirde su, toprak, hava ve besin kirlenmesine yol acarak,
ekolojik dengenin bozulmasina yol agarlar. Bu baglamda ozellikle ¢evredeki kalintilari
oldukga 6nemlidir. Her pestisitin ¢evredeki par¢alanma yar1 omrii degisiktir (Erdag, 2012).

Bir maddenin pestisit olarak kullanilabilmesi i¢in biyolojik olarak aktif, etkili,
ucuz ve giivenilir, kolay uygulanabilen, yeteri kadar kararli, hedef canliya spesifik olarak
toksik ve ¢evre igin kabul edilebilir olmali ve ayrica kolayca toksik olmayan maddelere
dontisebilmelidir (Anonim, 2012).



1.1.1.1. Pestisitlerin Siniflandirmasi

Pestisitler farkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Kullanildiklar1 zararli grubuna,
kimyasal formiiliine, etki sekline, kullanim teknigine, pestisitin fiziksel haline, zararlinin
biyolojik durumuna, kontrol ettigi zararlinin bulundugu yer ve konak¢i durumuna ve
bilesimindeki ekili madde grubuna gore siniflandirilabilirler.

Kullanildiklart zararlt grubuna gore su sekilde siniflandirilirlar (Uslu ve Tiirkman,
1987).
1. Insektisitler: Bocek oldiiriiciiler, (karincalar, bocekler, tirtillar, hamam bé&cekleri,
sivrisinekler vb)
. Herbisitler : Ot dldiiriiciiler (yabani otlar, bitkiler, yosunlar)
. Fungisitler : Mantar 6ldiiriictiler (bitkisel hastalik mantarlari, diger mantar cinsleri vb)
. Akarisitler : Akar oldiiriiciiler (Keneler, hali bécekleri, toz bocekleri vb)
. Rodentisitler : Fare 6ldiirticiiler, kemirici 6ldiriiciiler.
. Pisisitler : Balik oldiirticiiler
. Avisitler : Kus Oldiiriiciiler

. Mollususitler : Yumusakea oldiiriiciiler
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. Nematisitler : Nematodlar1 6ldiirenler
10. Algisitler: Alg oldiriictiler

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (United States Environmental
Protection Agency = EPA) pestisitleri islevlerine gore smiflandirmaktadir (Giiler ve
Cobanoglu, 1997):
1. Yaprak dokiiciiler (defoliants): Bitkilerin yapragini dokerek etkileyenler
2. Kurutucular (dessicants): Bitkileri kurutucu etki yapanlar
3. Dezenfektanlar: Mikroorganizmalar etkisiz hale getirenler
4. Kagincilar (repellent): Bocek ve kuslar kagiranlar
5. Cekiciler (pheromonlar, yemler vb): Bocekleri onlar1 yok edecek sisteme dogru ¢ekenler
ve yonlendirenler
6. Kisirlik yapan kimyasallar (kemosterilantlar): Boceklerde kisirlastirict etki yapanlar
7. Biiylime diizenleyicileri: Bocek veya bitkilerin biiyiimelerini geciktirenler veya
hizlandiranlar.

Pestisitler kullanimlarina gore tarimsal kullanim ve tarimsal olmayan kullanim
seklinde de siniflandirilir. Ayrica pestisitleri halk sagligi, yapisal, endiistriyel, evsel ve

bahge pestisitleri olarak siniflandirabilirler. Pestisitler kaliciliklarima gore; kalict



olmayanlar (birka¢ giinden-12 haftaya kadar etkisini siirdiirenler), orta derecede kalict
olanlar (1-18 ay arasinda dayanabilenler), kalict olanlar (DT, aldrin, dieldrin gibi maddeler
20 yil kadar dayanabilmektedir) ve siirekli kalicilar (Civa, kursun, arsenik) seklinde
siniflandirilirlar. Etki ettikleri gelisim evrelerine gore ise pestisitler; larvisit (larvalari
oldiiren), ovisit (yumurtalart 6ldiiren), adlutisit (erigkin bdcekleri dldiirenler) olarak da
ayrilabilirler (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Pestisitler bilesimindeki etkili madde grubuna gore ise klorlandirilmis
hidrokarbonlar, organik fosforlu pestisitler, karbamatli insektisitler ve pyrethroit (Piretroit)
insektisitler olmak iizere 4 sekilde siniflandirilirlar (Anonim, 2012).

Klorlandirilmis hidrokarbonlarin yapiSinda, karbon, hidrojen ve klor atomlar
bulunur. 1940’11 yillarda bocek oldiiriicii olarak kullanima giren bu ilaglar glinimiizde
onemini kaybetmistir (Uslu ve Tiirkman, 1987).

Diinyada pestisit tiiketiminin yaklastk % 45'ini olusturan organik fosforlu
pestisitlerin sentezlenmelerinin kolay olumasi bu bilesiklerin g¢esitlenmesine yol agmustir.
Grup igerisindeki etken maddelerin buharlasma, suda ¢6ziinme, kalicilik, sicakkanlilara
zehirlilikleri gibi fiziko-kimyasal 6zellikleri dikkate deger farklilik gosterdigi i¢in, hemen
hemen her zararliya uygun 6zellikte organik fosforlu bir etken madde bulunabilmektedir.
Yol agtiklar1 asetilkolin artig1 parasempatik sistemin asir1 ¢aligmasina, kalbin uyarilmasina
bagl olarak kan basmcinin yiikselmesine, ¢izgili kas kasilmasina, kaslarda hissizlik ve
felce sebep olabilirler (Can Demirddgen, 2010; Anonim, 2012; Ozay ve Arslantas, 2016).

Organik fosforlu insektisitlere gore daha kiiciik bir sinif olusturan karbamatli
insektisitler karbamik asit esterleridirler. Calabar fasulyesinden sentezi yapilarak
Neostigmine ya da kimyasal olarak N,N-dimethyl carbamate olarak isimlendirilir. Organik
fosforlu insektisitler gibi kimyasal olarak asetilkolinesteraz enzimine baglanmalarina
ragmen, bunu farkl bir sekilde yaparlar (Giiley ve Vural, 1978; Ozkaya vd., 2013).

Son grubu olusturan pyrethroit (piretroit) insektisitler son yillarda ¢ok Onem
kazanmistir. Pyrethrum cinsine ait belirli tiirlerin ¢igeklerinin 6giitiilmesi ile elde edilen
piretrum ekstraktindan elde edilirler. Dogal piretrumlarin genis spektrumlu olmalart,
memelilere karst zehirliliklerinin diisiik diizeyde olmast ve dogal kosullarda kisa siirede
dekompoze olmalar1 avantajli yonlerini olusturur. Ancak, kolay bozulmalari, {iretim
maliyetinin oldukca yiikksek olmasi, T{retiminin siirekliligindeki zorluklar dogal
piretroitlerin dezavantajli tarafin1 olusturur. Sentetik piretroitler ise 1s1ga dayanikli ve

kalint1 etkisi yiiksek insektisitler olarak tarimda genis kullanim alani bulurlar. insanlar



tizerindeki toksisiteleri diisiiktiir, ancak zehirlenme belirtileri organik fosforlu bilesiklerle
karistirilabilir. Etkilerini sodyum kanallariin gecirgenligi iizerinden gosterirler ve bu
etkiye bocekler memelilere gore ¢ok daha fazla duyarlidirlar. Diger taraftan memelilerde
metabolizmasinin hizli olmasi ve dermal absorpsiyonlarinin az olmasi bu insektisitlerin

toksik etkilerini azaltici diger faktorlerdir (Anonim, 2012; Ozkaya vd., 2013).

1.1.1.2. Pestisitlerin Yayilim

Pestisitler uygulandiklar1 alanlardan fizikokimyasal o6zelliklerine bagli olarak
rlizgar, yagmur gibi etkenlerle baska yerlere gecerek ¢evre sorunlarina neden olabilirler.
Pestisitler hava, su, yiyecek ve toprak araciligiyla ortama yayilirlar. Bir kismi buharlagarak
atmosferde kalic1 toksik madde birikimine sebep olabilirken, bir kismi ise fotokimyasal
yolla pargalanarak toksik veya toksik olmayan maddelere doniisebilirler. Diger bir bolimii
de toprakta tutularak topragi kirletmekte ve toprak icinde kimyasal ve mikrobiyolojik
parcalanma tepkimeleri gecirebilmektedir. Bir kismi ise yagmur, sel ve kar sulari
araciligiyla topraktan nehir, g6l ve deniz sularina gegerek buralari kirletmektedir. Tarimda
pestisitlerin kullanilmasi nedeniyle hava, toprak ve su zamanla kirletilmekte, bu sebeple
pestisitler dogal besin zincirinde yer alan tiim canlilarin hayatini tehdit etmektedir (Yavuz
Erdogan, 2010).

1.1.2. Malathion

Malathion O,O-dimethyl-S-(1,2-dicarbethoxyethyl) phosphorodithioate kimyasal
formiiliine sahip tarim iirlinlerinin korunmasinda ve halk sagliginda ¢esitli boceklere karsi
cok yaygin kullanimi olan, baliklarda yiiksek derecede toksisiteye sahip organik fosforlu
bir insektisitdir (Oztiirk, 2009; Erdag, 2012). Malathionun memeli hayvanlar ve insanlar
icin zehirliligi diisiik ancak bit, pire ve kene gibi dig parazit cesitleri ile havyan
barmaklarinda yasayan cesitli sineklerde toksisitesi yiiksektir. Yapisinda kolayca hidrolize
olabilen karboksil gruplarimin bulunmasi nedeniyle toksisitesinin diisiiktiir ve bu sonucu
olarak memeli hayvanlar ve insanlarda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu hidrolizasyon
ilacin viicutta daha kolay parcalanmasina yol agar. Cevredeki dayaniklilig1 yiiksek olup,

dogada birkag giinden birkag aya kadar kalabilme 6zelligine sahiptir (Erdag, 2012).



Malathion, lipofilik 6zelliginden dolay: viicuda kolayca girer. Sindirim kanali, deri,
akciger ve mukozalardan hizli ve iyi bir bigcimde emilir. Organizmada 6nemli Olciilerde
metabolize edilir. Viicudu idrar safra ve solunum yoluyla terk eder. Nadir olarak
degismeden ya da daha ¢ok dimetiltiyofosfat metabolitleri halinde atilmaktadir. Malathion,
karaciger ve bobrekte yogun sekilde birikir. Viicutta baslica karacigerde sitokrom P-450
enzimi ile yikimlanir (Kaya vd., 2002; Erdag, 2012; Ermis, 2014).

Uriin formiilii tozlar, emiilsiyon seklinde konsantre, eriyebilen cesitli toz ve
soliisyonlar seklindedir. Malathionun kimyasal formili CioH1906PS; seklindedir.

Kimyasal yapisi sekil 1.1°de gosterilmistir (Bakal, 2010).

S 0
CH3-0_ll I
SP—S—CH—C—0—CH;-CHz
CH3-O |
CHy-C—0—CH,-Chs

O

Sekil 1.1. Malathionun kimyasal yapis1 (Bakal, 2010).

Molekiiliin erime sicaklig1 2.85 °C ve kaynama noktas1 156-157 °C dir. Bu nedenle
oda 1sisinda sivi halde bulunur ve 1simin etkisiyle kismen de olsa buharlasarak ortamin
havasiin kirlenmesine neden olur. Normal sartlarda renksiz ya da hafif sarimtirak renkte
olup, kokarca ile sarimsak kokusunu andiran bir kokuya sahiptir (Ermis, 2014). Molekiiler
agirhgr 330,36 ve sudaki ¢oziiniirliigii 0,0145 g/100 ml' dir. Bir¢ok organik ¢oziiciide
¢oziinebilirken, petrol yaglarinda ve alifatik hidrokarbonlarda sinirli ¢oziiniirligii vardir.
Malathion sistemik olmayan bir akarisit ve insektisit 6zelligindedir. Tiirkiye' de ¢cok genis
kullanim alanina sahip olan malathionun toprakta, diisiik kalicilifa sahip oldugu ancak
toprakta kalma siiresinin de topragin bir araya getirme (baglama) derecesi ile baglantili
oldugu bildirilmistir. Malathion suda tamamen eriyebildigi ve verimli topraklarda son
derece hareketli oldugundan yerylizii sular1 i¢in olast bir tehdit olusturmaktadir.
Malathionun atmosfere birakilmast sonucu giines 1s1ginda bozulabilecegi ve bu
bozulmanin yaklasik 1,5 giin oldugu rapor edilmistir. Irmak suyunda yarilanma durumu bir
haftadan az olup, damitilmis suda ii¢ hafta sabit kalabilmektedir (Bakal, 2010). Hava ve

giines 15181n1n etkisiyle hizla parcalanir. Diger insektisitlere gore dogada kaliciligi daha



kisa olan bir maddedir. Kalic1 etkisi kisa olan malathionun topraktaki par¢alanma siiresi
yaklagik 1-25 giin arasindadir. Bulundugu sularda tuzluluk par¢alanma hizini arttirirken,
g0l sularinda 1 hafta, damitik sularda 3 hafta gibi bir yarilanma omriine sahiptir (Ermis,
2014).

Metabolizma sonucu biyoaktivasyona ugrar. Ortaya cikan metabolit viicuda
girdiginde diisiik toksisitesi gosteren malathiondan daha toksik olan malaoksondur ve bu
metabolit tekrar biyotransformasyona ugrar. Bu metabolitin detoksikasyon {iiriini
dimetiltiyofosfat (DMTP)’tir. Yani malaoksan hem metilasyona hem de tiyol gruplar ile
konjugasyona ugrar (Erdag, 2012). Bu nedenle viicutta malathion biyoaktivasyona ugrayan
bir maddedir. Bu oksidasyonda P-450 monooksijenazlarin 6nemli bir rolii oldugu
sOylenebilir (Ermis, 2014). Malathionun bdceklere toksik oldugu halde, memelilerde
toksisitesinin ¢ok diisiik olmasi, bu iki tirde farkli biyotransformasyona
ugramamasindadir. Her iki tiirde de biyotransformasyon yollar1 ayni fakat hizlar1 farklidir.
Memelilerde karboksiesteraz aktivitesi yliksek oldugu ig¢in, malathion ve malaokson,
hidrolizle cabuk inaktif hale gecer. Boceklerde ise hidroliz olayr diisiik esteraz aktivitesi
nedeni ile ¢cok yavastir. Bu nedenle malaokson (asil toksik metabolit) birikimi olacaktir.
Karboksiesterazlar, karboksilik asit igeren malathionu hidroliz ederek inaktive ederler. Bu
enzimin bulunmasi memelilerde toleransi, bazi bocek tiirlerinde ise rezistansi saglar
(Bakal, 2010).

Malathion bilesiginin kanserojen etkinligi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan
calismalarda karsinojenik oldugu diisliniilmekle birlikte elde edilen verilere gore
Environmental Protection Agency (EPA) tarafindan ‘’karsinojenite agisindan anlamlhi
kanitlar1 olmasina ragmen insanda karsinojenik potansiyelini degerlendirme agisindan
yeterli degildir’” seklinde diistiniilmektedir (Amy vd., 2008). Yapilan bazi ¢aligmalarda
disi ratlar ve fareler lizerinde asir1 miktardaki malathion karaciger tiimor olusumuna neden
olurken devam eden dozlarda nadiren oral ve nazal timorler izlenmistir (Bonner vd., 2007,
Ermis, 2014).

Yapilan calismalarda malathionun arilara ve suda yasayan canlilara ¢ok zehirli
oldugu belirtilmistir. Bununla beraber kurbaga gibi hem suda hem karada yasayan canlilara
yiiksek oranda zehirli iken, kuslara orta derecede zehirlidir. Yine yapilan bazi ¢alismalarda

da malathionun bir¢ok yararli bocege karsi da zehirli oldugu bildirilmistir (Bakal, 2010).



1.1.2.1. Malathionun Etki Mekanizmasi

Organik fosforlu insektisitler toksik etkilerini kolinasteraz inhibitorii olarak
gosterirler. Malathion insektisiti malaoksona metabolize olduktan sonra asetilkolinesterazi
geri donlisimsliz olarak inhibe etmektedir. Malathion insektisiti, diger kimyasal
insektisitlerin hepsinde oldugu gibi bir nérotoksikan olup, hedef organizmalarin sinir
sistemlerine toksik etki gostermektedir. Sinir sistemlerinde spesifik enzimleri inhibe ederek
veya sinir uglarindaki kimyasal ndorotransmitterleri etkileyerek norotoksisitesini
gostermektedir (Bakal, 2010). Malathion hedef organizmalarda sinirsel impulslarin
iletiminde rol alan asetilkolini pargalayan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, sinir
uclarindaki sinapslarda asetilkolin birikmesine yol agar. Boylece ilagla temas eden hedef

organizmalarda dnce uyarilar ortaya ¢ikar ve sonra bu uyarilan felgler takip eder (Erdag,

2012).

1.1.3. Paraoksonaz ve Arilesteraz

Paraoksonaz, hem arilesteraz (ARE) (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (PON)
(arildialkil fosfataz; organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz; E.C.3.1.8.1) aktivitesine
sahip karacigerde sentezlenen ayni gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan
bir ester hidrolazdir. PON’un fizyolojik substrat(lar)’1t heniliz tanimlanmamistir; fakat
insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin olarak kullanilan organofosfat bilesiklerinin
hidrolizini katalizlemekte ve bu nedenle in vivo ksenobiyotik metabolizmasi ve
toksikolojik ¢alismalar icin biiyiik 6nem tasimaktadir (Baskol ve Kose, 2004).

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan
serumunda bulunmugstur. 1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir
multigen ailesinin {iyesi oldugu tespit edilmis ve sirasiyla PON1, PON2 ve PON3 olarak
isimlendirilmistir. PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik cogunlukta karacigerden
sentezlenmekte ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunmaktadir. PON2 diger iiyelerden
farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi pek
cok dokuda sentezlenmektedir. PON proteinleri memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima
sahiptir. Memelilerde, en azindan insanlarda ve farelerde, aynt kromozom iizerinde
birbirine komsu ii¢ ayri PON geni (PONI, 2, 3) bulunmaktadir. PON kolinesterazlarin
giiclii inhibitéru olan paraoksonu hidroliz edebilen, arildialkilfostafaz sinifi bir ester

hidrolaz enzimidir. Enzim aktivitesi kalsiyuma bagimlidir. PON polimorfizm gosteren bir



enzim olup; enzim aktivitesi yiiksek ve diisiik aktiviteli iki allelin genetik kontrolii
altindadir. Enzim polimorfizmine ait bu degiskenligin molekiiliin 192. pozisyondaki amino
asit farklihgindan kaynaklandigi bildirilmistir. PON’un polimorfik degisim gosterdigi
bilinmesine karsin ARE enzimi genetik polimorfik bir degisim gostermemektedir. Yine iki
enzimin dogal substratlari farkli olmasina karsin PON enzimi ARE’nin dogal substrati olan
fenil asetat1 hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Ayrica PON ve ARE’nin iyi bilinen
ortak 6zellikleri organofosfatlari, aril ve alkil halojenurleri hidroliz etme yetenegidir. PON
enzimi LDL’yi oksidasyondan koruyucu 6zelligi ve hidrojen peroksit de dahil olmak iizere
diger radikalleri notralize etme kapasitesi nedeniyle antioksidan islevde de bulunmaktadir.
ARE ise, PON’daki degisimlerden etkilenmeyen asil proteinin gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Baskol ve Kose, 2004; Tiirkoglu vd., 2008).

Organofosfat bilesiklerinden paratiyonun aktif katabolik metaboliti olan paraokson
(0,0-dietil-0-p-nitrofenil fosfat), enzime adma verdigi gibi, aktivite tayininde de en ¢ok
kullanilan substratlardan birisidir. PON’in hidrolik aktivitesiyle agiga ¢ikan pnitrofenol
veya fenoliin konsantrasyonu tizerinden, PON aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edilebilmektedir. Paraokson (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat), paraoksonazin hem aril
esteraz aktivitesini hem de paroksonaz aktivitesini dlgmede en sik kullanilan substrattir.
Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini 6l¢gmede kullanilan bir substrattir (Sekil 1.2)

(Baskol ve Kose, 2004).

A)
HgC~HaC~0._ o
e (Do O el Ve
— . e — + J— —
R HyC—HyC—0 # 2
parackson dietil fosfat p-nitrofencl
B)
2 PON 1
R - CH + CHCOD
Fenil asetat Fenol Asetat

Sekil 1.2. Paraoksonazin A) paraoksonu, B) fenil asetat1 hidrolizi.

10



1.1.3.1. PON' un Fonksiyonlari

Ksenobiyotik metabolizmasi iizerine etkisi: Oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz ve
konjugasyon gibi reaksiyonlarla saglanan ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu
genellikle bobreklerde ve 6zellikle de proksimal tiibiillerde gerg¢eklesmektedir (Lock ve
Reed, 1998). Glomeriiler yumak ve proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde lokalize
oldugu  immunohistokimyasal  olarak  gosterilen =~ PON’un,  ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda fonksiyonel olarak rol alabilecegi diisiiniilmektedir (Rodrigo vd.,
2001).

Organofosfatlara kars1 koruma (Hidrolitik aktivite): Hidroliz yoluyla,
organofosfat tiirevi sinir gazlarinin ve insektisitlerin zararsiz hale getirilmesi PON1’in en
lyi bilinen fonksiyonudur. Paratiyon ve klorpiroposokson gibi organofosfat bilesiklerle
sarin gibi sinir gazlari, PON’un baslica substratlarini olusturmaktadir (Baskol ve Kose,
2004). Ancak PON’un bu substratlara kars1 afinitesi diisiik oldugundan, tarimsal alanda
calisanlarda organofosfat zehirlenmeleri sik goriiliir. Bununla birlikte, kronik olarak diisiik
dozda organofosfat tiirevlerine maruz kalanlarda, PON’un daha etkili oldugu
belirtilmektedir (Lock ve Reed, 1998). Organofosfatlar, PON’un yani sira, sinapslarda ve
noromuskiiler kavsaklarda bulunan psddokolinesteraz ve asetilkolinesteraz gibi B-
esterazlarin da substratlaridir. Bu enzimler organofosfatlar tarafindan geri doniisiimsiiz
olarak inhibe edildiklerinden dolayr PON dolasimdaki organofosfatlar1 hidroliz etmek
suretiyle, sinir sistemini koruyan bir ajan olarak da gorev yapmaktadir (Durrington vd.,

2001).

Bakteriyal endotoksinlerden kaynaklanan toksisiteye karst koruma: Son
yillarda, HDL kompleksinin, gram negatif enfeksiyonlar sirasinda gelisen endotoksemiye
kars1 savunmada rol aldigi; bakteriyel lipoprotein polisakkarid ile makrofaj spesifik protein
CDI14 arasindaki etkilesimin, heniiz bilinmeyen bir mekanizmayla HDL tarafindan
onlendigi ifade edilmektedir. PON1’in yine sitokin salinimmin O6nlenmesinde rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir (La Du vd., 1999).

LDL ve HDL oksidasyonunun onlenmesi: Oksidatif stres altinda lipid

peroksidasyonu sadece LDL’de degil; HDL’deki lipidlerde de meydana gelmektedir.
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PON’un hem LDL’yi, hem de HDL’yi oksidasyondan korudugu bildirilmistir. PON’un
HDL vasitasiyla antioksidan etkiye katkida bulundugu ve HDL’nin inhibitdr etkisinde,
metal iyon selasyonu ve/veya peroksidaz benzeri aktivite ile iliskili olabilecegi ileri
stiriilmektedir. HDL-PON, fosfolipidleri hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. HDL’ nin
LDL oksidasyonu iizerine koruyucu etkisinin Oncelikle PON’dan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. PON"un, Cu*®nin indiikledigi lipoprotein oksidasyonunu in vitro olarak
inhibe ettigi, PON inhibitorlerinin serbest radikal olusumunu ve Cu*®nin indiikledigi HDL
oksidasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, PON’in makrofajlardan kolesterol ¢ikisini

artirdig1 da bildirilmistir (Baskol ve Kdse, 2004).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Alami

Arastirma, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi'nde bulunan balik havuzlarinda
ve Balik Hastaliklar1 laboratuvarinda yiiriitildii. Arastirmada 30x100x40 cm
boyutlarindaki 12 akvaryum kullanildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calismada kullanilan balik ve akvaryumlar
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2.1.2. Bahk

Calismada kullanilan ve ortalama agirligi yaklasik 100 g olan pullu sazan (C.

carpio Linnaeus, 1758) ornekleri DSI IX. Bélge Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube

Miidiirliigii’nden temin edildi.

2.1.3. Malathion

Arastirmada kullanilan malathion (190 g/L malathion, S-1,2 bis (ethoxycarbonyl)

ethyl-O,0 dimethyl phosphorodithioate) ticari bir firma (Safa Tarim, Konya, Tirkiye).

araciligiyla temin edildi.

2.1.4. Arastirmada Kullanilan Arac¢-Geregler ve Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1°de, kullanilan arag ve gerecler

ise Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.1. Aragtirmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

Katalog Numarasi

Potasyum kloriir

Perklorik asit

Sodyum klortir

Hidroklorik asit

Sodyum hidroksit

Paraoksonon (Dietil p-Nitrofenil Fosfat)
Fenil asetat

Kalsiyum Kloriir

Trizma (Tris)

14

Merck 4936

Fluka 34288

Sigma — Aldrich 13423
Sigma — Aldrich H1758
Sigma S-0899

Sigma D9286

ABCR AB 134000
Sigma — Aldrich 12022
Merck 1.08387.0500



Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan arag ve geregler

Kullanilan arag ve geregler

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)
Beher (25, 50, 100 ml)

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)

Cam tiip (16x100 mm)

Muayene Eldiveni

Mavi ve sar1 pipet ucu

Mikro pipet (10-100, 100-1000 ul)
Spektrofotometre kiiveti (kuartz)
Hassas terazi (0,01 g hassasiyetli)
Hassas terazi (0,001 g hassasiyetli)
Homojenizator

Bidistile su cihazi

Manyetik karistirict

Sogutmali santrifiij

-20°C sogutucu

Spektrofotometre

Su banyosu

Vorteks

Isolab
Isolab
Isolab
Isolab
Nimo
BRAND
BRAND
Q-104

Shimadzu- UW 620 H
WiseStir HS-30E

NUVE NS 108

Colara Magnetomix

NUVE NF 800 R

Ugur Derin Dondurucu
Aquamete Spectronic Unicam
Niive ST 402

Velp Scientifica 10.0176
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2.2. Metot

2.2.1. Deneysel Plan

Arastirmada kullanilan baliklar sicakligi 23 o ye ayarlanmis 12 farkli akvaryuma
her birinde 15 balik olacak sekilde stoklandi. Deneysel ¢alismaya baslamadan 6nce baliklar
hazirlanmis olan bu akvaryumlara 15 giin siireyle adapte edildi. Adaptasyon ve denem
stiresince baliklara ticari bir firmadan temin edilen alabalik yemi verildi.

Adaptasyon siiresi sonunda asagidaki gibi bir kontrol ii¢ deney grubu olmak iizere
toplam dort grup olusturuldu.

K: Kontrol grubu;

D1: 1 mg/L konsantrasyonunda (LCsg degerinin (2,10 mg/L mg/L) yaklasik 1/2'si)
malathion uygulanan grup;

D2: 0,5 mg/L konsantrasyonunda (LCsg degerinin (2.10 mg/L mg/L) yaklasik 1/4'i)
malathion uygulanan grup;

D3: 0,25 mg/L konsantrasyonunda (LCsp degerinin (2.10 mg/L mg/L) yaklasik
1/8'i) malathion uygulanan grup.

Malathionun subletal konsantrasyonlar1 Kaur and Dhawan (1993)'a gore segildi.
Nomainal konsantrasyonu saglamak icin test konsantrasyonlar: haftada 3 kez yenilendi.
Calisma ii¢ tekrarl yiiriitiildii. Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanan bu arastirmada her bir tekrar i¢in 60 adet olmak iizere toplamda 180

balik kullanildi. Deneme 21 giin siirdii.

Aragtirma siiresince diizenli olarak, 0,1 hassasiyetli termometre ile suyun sicakligi,
0,03 hassasiyetli pH metre ile pH’s1 ve 0,01 hassasiyetli oksijenmetre ile ¢oziinmiis oksijen

miktar1 6l¢iildli. Bu amag icin dijital bir oksijenmetre ve termometre’den yararlanildi.

2.2.2. Orneklerin Alinmasi ve islenmesi

Caligmanin 7., 14. ve 21. giinlerinde her gruptan bes balik alinip benzokain (25
mg/L) ile anestezi edildi. Anesteziden sonra baliklar pediinkiil bolgesinden ensize edilerek
kavdal venadan kan ornekleri cam tiiplere alindi. Bunu takiben usuliine uygun bir sekilde
(Arda ve dig., 2005) otopsisi yapilan baliklarin karacigeri ¢ikarildi. Cam tiiplere alinan kan
orneklerinin 3500 rpm' de 10 dakika santrifiijiinden sonra serumlar1 ayrildi. Serum ve

karaciger ornekleri analiz edilene kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.
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2.2.3. Karaciger Orneklerinden Homojenatlarin Hazirlanmasi

Alman karaciger drneklerinden homojenatlarin hazirlanmasi i¢in 6rnekler 0,5 gram
tartildi. Iki siizgec kagidi arasinda suyu alindiktan sonra % 1.15°lik KCI iginde 1:10
oraninda sulandirilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 50 ml’lik propilen
tiiplerde sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra

siipernatantlar alindi (Yonar, 2008).

2.2.4. PON ve ARE Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Paraoksonaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak serum ve karaciger
orneklerinde tayin edildi. Aktivite 6lgimii igin sirastyla, 850 pl Tris-HCI tamponu (100
mM, pH:8) + 100 pl substrat ¢ozeltisi (2 mM paraokson + 2 mM koenzim CaCl; ) + 100 pl
enzim ¢ozeltisi karistirilip 412 nm ve 37 °C’de 1 dakikada absorbansta meydana gelen
degisme okundu. Boylelikle paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisim hizi tespit
edildi. Arilesteraz enzim aktiviteside ayni prensiple 6l¢iildii fakat substrat olarak fenilasetat
kullanildi (Dubravka vd., 2001). Enzim aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in hazirlanilan

standart grafikten yararlanildi.

2.2.5. istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik
programi kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin PON ve ARE
enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler tek yonlii varyans analizi (ONEWAY —
ANOVA) ile test edildi (Sitimbiiloglu, 1998; Kocacaliskan ve Bingol, 2008; Kalayci,
2010). Grafiklerin ¢iziminde ise EXCEL programindan yararlanildi.

17



3. BULGULAR

Calismaya baglamadan 6nce 2 hafta siireyle gozlem altinda tutulan pullu sazanlarda
herhangi bir 6liim gézlenmedi. Yem alimlarinda herhangi bir problem yasanmadi. Deneme
siresince kontrol ve deneme grubu baliklarinda 6liim goriilmedi. Baliklarda klinik olarak
herhangi bir olumsuzluk goézlemlenmezken, kan alindiktan sonra otopsisi yapilan
baliklarda klinik herhangi bir bulguya rastlanmamugtir.

Calisma sirasinda su sicakligi 23 = 1 °C, pH 7,1 ile 7,3 ve oksijen diizeyi ise 8,07
ile 8,43 mg/L arasinda Olgiildii. Arastirma boyunca sicaklik, oksijen diizeyi ve pH’da

onemli degisiklikler goriilmedi.

3.1. PON Enzim Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol grubu baliklartyla farkli konsantrasyonlarda malathion uygulanan
baliklardan alinan serum ve karaciger orneklerinde yapilan testler sonucunda PON enzim
aktivitesinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarinin serumunda ¢alisma boyunca PON enzim aktivitesinin
75,73 £ 3,99 ile 76,64 £+ 5,54 arasinda degistigi belirlendi. Malathionun 1 mg/L
konsantrasyonunda verildigi baliklarda serum PON enzim aktivitesi 7. glinde 54,91 + 8,24
iken arastirmanin 21. giinlinde 68,63 + 7,62 diizeyine ¢ikti. 0,5 mg/L konsantrasyonunda
malathion uygulanan baliklarin serumunda bu aktivite 7. glinde 53,74 + 5,18, 21. giinde ise
71,57 £ 9,02 olarak belirlendi. Malathionun 0,25 mg/L konsantrasyonunda uygulandigi
baliklarin serumunda ise bu deger 7. giinde 65,28 = 7,58 olarak bulunurken, 21. giinde
75,39 + 8,07 olarak tespit edildi (Tablo 3.1, Sekil 3.1).

Uygulamanin 7. giiniinde serum PON aktivitesi kontrol grubuna gére D1, D2 ve D3
deneme gruplarinda sirasiyla % 27,49, % 29,03 ve % 13,79 diizeyinde azaldi. Bu azalmalar
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p < 0,05, Tablo 3.1). Denemenin 14. giiniinde kontrol
grubuna gore D1 ve D2 deneme gruplarinda serum PON aktivitesi sirastyla % 10,15 ve %
10,45, 21. giinde ise % 10,27 ve % 6,43 diizeyinde azald1 (p < 0,05, Tablo 3.1). D3
grubunda 14. ve 21. giinde kontrol grubuna gore serum PON aktivitesinde herhangi bir
fark bulunmadi (p > 0,05, Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum PON enzim aktivitesindeki zamana bagl degisimler
(U/mL, Ortalama + standart hata)

Deneme Gruplar:

Doku Giinler K D1 D2 D3

7. giin 75,73 £3,9942 54,91 +8,24C° 53,74+ 5,18 P 65,28 + 7,58 5P

Serum . _ ' _
14.giin 76,64 £5,54%° 67,86+ 7,33 %2 68,63 + 6,602 74,05+ 5,80%2

21.giin 76,49 +7,86%? 68,63 + 7,62 %2 71,57 £9,02%2 75,39 £ 8,077 2

K: Kontrol grubu; D1: 1 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D2: 0,5 mg/L
konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D3: 0,25 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup.
abed Ay siitunda farkls harfler tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
ABCD Ay satirda farkli harfler tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).

100 ~
90 +
80 1
70 -
60 -
50 -
40 +
30 ~
20 -

aK

OD1
BD2
oDp3

PON (U/mL)

7.glin 14.gilin 21.glin

Giinler

Sekil 3.1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum PON enzim aktivitesindeki zamana bagl degisimler

Kontrol grubu baliklarinin ¢alisma boyunca karacigerinde PON enzim aktivitesinin
73,86 + 5,40 ile 74,15 + 5,69 arasinda degistigi belirlendi (Tablo 3.2, Sekil 3.2).
Malathionun 1 mg/L konsantrasyonunda verildigi baliklarin karaciger dokusunda PON

enzim aktivitesi 7. giinde 57,37 + 5,23 iken arastirmanin 21. gilinlinde 69,35 + 4,35
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diizeyine ulasti. 0,5 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan baliklarin karaciger
dokusunda bu aktivite 7. giinde 60,69 + 5,02, 21. giinde ise 72,48 + 5,18 olarak bulundu.
Malathionun 0,25 mg/L konsantrasyonunda uygulandigi baliklarin karaciger dokusunda ise
bu deger 7. giinde 69,94 + 3,78 olarak bulunurken, 21. giinde 74,29 + 4,95 olarak belirlendi
(Tablo 3.2, Sekil 3.2).

Uygulamanin 7. giinlinde karaciger PON aktivitesi kontrol grubuna gére D1, D2 ve
D3 deneme gruplarinda sirasiyla % 22,32, % 17,83 ve % 5,30 diizeyinde azaldi. Bu
azalmalar istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p < 0,05, Tablo 3.2). Denemenin 14.
giintinde kontrol grubuna goére D1 ve D2 deneme gruplarinda karaciger PON aktivitesi
strastyla % 11,22 ve % 7,56, 21. giinde ise yalnizca D1 grubunda % 6,15 diizeyinde azaldi
(p < 0,05, Tablo 3.2). D2 grubunda 14. giinde, D3 grubunda ise 14. ve 21. giinde kontrol
grubuna gore karaciger PON aktivitesinde herhangi bir fark bulunmadi (p > 0,05, Tablo
3.2).

Tablo 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger PON enzim aktivitesindeki zamana bagh
degisimler (U/g, Ortalama =+ standart hata)

Deneme Gruplari

Doku Giinler K D1 D2 D3

7.giin  73,86+540%%  5737+523%° 60,69 +502%% 69,94 +3,7852
Karaciger

14.giin 74,15+ 569"%°% 6583 +4,585" 68,54+ 6,11%°  7405+5414°P

21.giin  73,90+6,77%%  6935+435%¢  7248+518"FC 7429+ 495%°

K: Kontrol grubu; D1: 1 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D2: 0,5 mg/L
konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D3: 0,25 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup.
abed Ay siitunda farkls harfler tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
ABCD Ay satirda farkli harfler tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
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Sekil 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger dokusunda PON enzim aktivitesindeki zamana
bagli degisimler

3.2. ARE Enzim Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol grubu baliklartyla farkli konsantrasyonlarda malathion uygulanan
baliklardan alinan serum ve karaciger orneklerinde yapilan testler sonucunda ARE enzim
aktivitesinde agagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarinin ¢alisma boyunca serumunda ARE enzim aktivitesinin
345,86 + 22,97 ile 347,42 + 20,26 arasinda degistigi belirlendi (Tablo 3.3, Sekil 3.3).
Malathionun 1 mg/L konsantrasyonunda verildigi baliklarda serum ARE enzim aktivitesi
7. glinde 249,95 + 25,32 iken arastirmanin 21. giiniinde 310,16 + 24,65 diizeyine ¢ikt1. 0,5
mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan baliklarin serumunda bu aktivite 7. giinde
257,21 + 24,88, 21. giinde ise 325,95 + 21,39 olarak belirlendi. Malathionun 0,25 mg/L
konsantrasyonunda uygulandigi baliklarin serumunda ise bu deger 7. giinde 277,42 + 25,24
olarak bulunurken, 21. giinde 334,38 + 22,78 olarak tespit edildi (Tablo 3.3, Sekil 3.3).
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Tablo 3.3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum ARE enzim aktivitesindeki zamana bagli degisimler
(U/mL, Ortalama =+ standart hata)

Deneme Gruplari

Doku Giinler K D1 D2 D3

7.giin  34586+2297%% 24995+2532%% 25721+24,88%% 27742+2524%°
Serum

14.giin  347,42+2026%% 268,51 +23,13%" 308,52+20,82%" 324,91 +23,06%"

21.giin 346,17 £2439%% 310,16 +24,65%¢ 32595+21,395° 334,38 +£22,78 48"

K: Kontrol grubu; D1: 1 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D2: 0,5 mg/L
konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D3: 0,25 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup.
abed Ay siitunda farkls harfler tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
ABCD Ay satirda farkli harfler tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).

Uygulamanin 7. giiniinde serum ARE aktivitesi kontrol grubuna gére D1, D2 ve D3
deneme gruplarinda sirasiyla % 27,61, % 25,50 ve % 19,65 diizeyinde azaldi. Bu azalmalar
istatistiksel olarak onemli bulundu (p < 0,05, Tablo 3.3.). Denemenin 14. giiniinde kontrol
grubuna gore D1, D2 ve D3 deneme gruplarinda serum ARE aktivitesi sirastyla % 22,71,
% 11,19 ve % 6,4, 21. giinde ise D1 ve D2 gruplarinda sirastyla % 10,40 ve % 5,84
diizeyinde azaldi (p < 0,05, Tablo 3.3). D3 grubunda 21. giinde kontrol grubuna gore
serum ARE aktivitesinde herhangi bir fark bulunmadi (p > 0,05, Tablo 3.3.).
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Sekil 3.3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum ARE enzim aktivitesindeki zamana bagli degisimler

Kontrol grubu baliklarinin karacigerinde ¢alisma boyunca ARE enzim aktivitesinin
153,32 + 14,12 ile 153,70 + 13,55 arasinda degistigi belirlendi (Tablo 3.4, Sekil 3.4).
Malathionun 1 mg/L konsantrasyonunda verildigi baliklarin karaciger dokusunda ARE
enzim aktivitesi 7. giinde 81,77 £ 15,45 iken aragtirmanin 21. giiniinde 101,66 + 16,38
diizeyine ulasti. 0,5 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan baliklarin karaciger
dokusunda bu aktivite 7. glinde 110,52 + 13,47, 21. giinde ise 140,11 + 15,61 olarak
bulundu. Malathionun 0,25 mg/L konsantrasyonunda uygulandigi baliklarin karaciger
dokusunda ise bu deger 7. glinde 120,76 + 14,78 olarak bulunurken, 21. giinde 143,65 +
12,24 olarak belirlendi (Tablo 3.4, Sekil 3.4).

Uygulamanin 7. giiniinde karaciger ARE aktivitesi kontrol grubuna gore D1, D2 ve
D3 deneme gruplarinda sirasiyla % 46,51, % 27,82 ve % 21,23 diizeyinde azaldi. Bu
azalmalar istatistiksel olarak onemli bulundu (p < 0,05, Tablo 3.4.). Denemenin 14.
giiniinde kontrol grubuna gore D1, D2 ve D3 deneme gruplarinda karaciger ARE aktivitesi
strasiyla % 39,21, % 11,18 ve % 23,99, 21. giinde ise yine bu gruplarda sirasiyla % 33,33
% 8,11 ve % 5,79 diizeyinde azaldi (p < 0,05, Tablo 3.4.). Uygulamanin tiim giinlerinde
karaciger ARE aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli bulundu (p < 0,05,
Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger ARE enzim aktivitesindeki zamana bagl
degisimler (U/g, Ortalama + standart hata)

Deneme Gruplari

Doku Giinler K D1 D2 D3

7.giin 15332+ 14,12%%  81,77+1545%2% 110,52+ 13,472 120,76 + 14,78 &2
Karaciger 14 oiin 153,70 £13,55%4%  9343+14,06%° 136,51+ 12,855 116,82 + 13,01 ¢

21.giin 152,49+ 12,10%% 101,66 £16,38%° 140,11 +£15,61%° 143,65+ 12,24 5"

K: Kontrol grubu; D1: 1 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D2: 0,5 mg/L
konsantrasyonunda malathion uygulanan grup; D3: 0,25 mg/L konsantrasyonunda malathion uygulanan grup.
abed Ayni siitunda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05).
ABCD Ayni satirda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05).
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Sekil 3.4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger dokusunda ARE enzim aktivitesindeki zamana
bagli degisimler

24



4. TARTISMA

Zirai miicadelede yaygin kullanilan pestisitler tarim alanlarinda ya da tarim
tirtinlerinde istenmeyen canlilar1 6ldiirerek iirlin verimliligini arttiran kimyasallardir. Diger
pestisitlere kiyasla daha az toksik etkili olarak degerlendirilen organofosfatlar halen etkin
bir vektorel miicadele aracidir. Organik fosforlu insektisitlerin tarim alaninda pestlere karsi
etkili olduklarinin kesfinden sonra ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligsmalar genellikle
toksisite tizerinedir. Organik fosforlu insektisitler arasinda bulunan malathion insektisit
amacla oldukca yaygin kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin yaygin olarak kullanilmasi sonrasi
baz1 bocek tiirlerinde direng gelisebilmektedir. Bu bilesikler direng olusturmanin yaninda
gidalar, toprak, su ve havada da birikebilmektedirler. Hem direng gelisimi he de canli ve
cansiz ¢evrede birikmeleri pestisitlerin en éenmli istenmeyen etkilerindendir. Bu durum
her pestisit i¢in gegerli degildir. Daha dogrusu her pestisitin kendine 6zgii bir siire ¢evrede
dayaniklilig1 s6z konusudur. Yaygin kullanildiklarinda uyguladiklar1 bolgeler basta olmak
lizere hava, su ve toprakta birikmeye baslar. Sonra bu dogal ¢evreden bitki ve hayvanlara
ve buradan da insanlara yansir. Bu anlamda c¢evredeki kalintilar1 ve parcalanma yari
Omiirlerinin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Malatihonun c¢evrede kalicilig1 diger organik
fosforlu insekisitlere goére daha azdir. Bu durum malathionun kimyasal yapist ve diger
ozellileri ile iliskililendirilebilir. Malathionun ¢evrede kalis siiresi yaklasik 1-25 giin
arasindadir. Bu kadar farklilik goriilmesinin nedeni bulundugu ortam, c¢evre ve iklim
sartlarinin degiskenligi olabilir (Ermis, 2014).

Bu calisma stiresince baliklarda 6liim gozlenmemistir. Yem alimlarinda herhangi
bir olumsuzluk yasanmamistir. Yine baliklarda pestisit zehirlenmelerinde goriilen deride
ozellikle bas bolgesinde, yiizgeclerde, yutakta ve viicutta kanamalar, fazla mukus salgisi,
solungacglarda hiperemi, hemoraji ve yangi, zayiflama, durgunluk, istahsizlik, ylizmede
bozukluk, bagirsaklarda hemoraji ve hiperemi (Arda vd, 2005) gibi klinik bulgulara
rastlanmamisg, baliklarin rutin davranislarimi sergiledigi gozlemlenmistir. Bu bulgular
verilen dozlarin baliklarda herhangi bir zehirlenmeye neden olmadan kronik olarak toksik
etkiler dogurabilecegini gostermektedir.

Bu c¢aligmada, farkli kosullara kolay uyum gostermeleri, yetistirme ve beslenme
kolayliklari, dogal sularda bol miktarda bulunmalari, ekonomik degerlerinin yiiksek olusu
ve tabandan beslenmeleri nedeni ile pullu sazan (C. carpio) tercih edilmistir.

Ritola vd. (2000), ozona maruz birakarak oksitadif stres olusturduklar1 Salvelinus

alpinus'da kan ve karacigerindeki glutatyon diizeyini aragtirmig ve bu organlarin 6nemli
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antioksidan aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle segildiklerini ifade etmislerdir. Yine
baliklarda karaciger, solungag, sindirim kanali, deri, kalp, kas ve kanda yiiksek antioksidan
aktivite belirlenmistir (Trenzado vd., 2006). Bu calismada da karaciger, bobrek, dalak,
solungac, plazma ve kanin sec¢ilmesinin nedeni bu organlarin baliklarda gii¢lii antioksidan
aktivite gostermeleri ve toksik maddelerden en fazla bu organlarin etkilenmesidir.

Malathionun baliklarda PON ve ARE enzim aktivitesine etkisini arastiran herhangi
bir calismaya rastlanilmamistir. Bunun yani1 sira malathion kullanilarak yapilan
caligmalarin ¢ogu letal konsantrasyonun belirlenmesi, oksidatif stres, antioksidan durum,
hematolojik ve immunolojik degisimler konusunda olmustur. Ornegin Mishra ve
Srivastava (1983) Heteropneustes fossilis’te malathionun 24, 48, 72 ve 96 saat igin LC50
degerlerini sirasiyla ile 9.50, 9,25, 8.62 ve 8.50 olarak bulmustur. Ayni ¢alismada 2, 6, 12,
48 ve 96 saat siire ile 7.60 ppm malathion uygulanan baliklarda kas ve karaciger
dokusunda glikojen miktarinin, hematokrit deger ve hemoglobin miktarinin 6nemli
diizeyde azaldigi bulunmustur. Baska bir ¢alismada malathion uygulanan C. carpio’ da kan
parametrelerinin olumsuz yonde etkilendigi bildirilmistir (Kaur ve Dhawan, 1993). Yine
ayn1 balik tiiriinde malathion uygulamasiyla bazi hematolojik (eritrosit sayisi, hemoglobin
konsantrasyonu, hematokrit seviyesi, eritrosit indeksleri: MCV, MCH, MCHC) ve
immunolojik parametreler (16kosit sayisi, oksidatif radikal tiretimi (nitroblue tetrazolium
(NBT) activitesi), total plasma protein and total immunoglobulin diizeyleri ve fagositik
aktivite)' in negatif etkilendigi, oksidan/antioksidan dengenin bozuldugu ve oksidatif
stresin indiiklendigi ifade edilmistir (Mise Yonar, 2013; Mise Yonar vd., 2014).

Baliklarda PON ve ARE enzim aktivitesi ile ilgili farkli teoriler vardir. Bazi
arastirmacilar baliklarda bu enzim aktivitelerinin olmadigini iddia ederken (Mackness vd.,
1996; Durrington vd., 2001; Baskol ve Kose, 2004) bazi arastirmacilar ise bu enzim
aktivitelerinin baliklarda goriildiigiinii ifade etmislerdir. Baliklardaki c¢aligmalar ise bu
enzimlerin yalnizca saflagtirmasi ve diizeyinin belirlenmesi yoniinde olmustur (Bastos vd.,
1998a, b; Beyaztas vd., 2007). Ornegin; Folly vd. (2001) Piaractus mesopotamicus tiirii
baliklarda PON aktivitesinin varligini gostermis ve bu enzimin baliklarda high density
lipoprotein (HDL) ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Diger taraftan aymi kosullarda
yetistirilen normal ve albino gokkusagi alabaliklarinin PON aktivitesi arastirilmis ve
sonugta kiiltiir gokkusagi alabaliginda serum PON aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Bu
farkliligin nedeni tiir, biiyiikliik ve baskinlik durumuna baglanmistir (Karatag ve Kocaman,

2012). Ayn1 arastirmacilar tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada ise dogadan yakalanan
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ve kiiltiir altindaki kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis)' nda PON enzim aktivitesi ile
PON/HDL oran1 arastirilmistir. Sonug olarak PON aktivitesi ve PON/HDL oram kiiltiir
altindaki kaynak alabaliginda dogadan yakalananlara gore daha yiiksek bulunmustur
(Karatas ve Kocaman, 2014). Bastos vd. (2004) neotropikal dort balik tirti Piaractus
mesopotamicus, Brycon cephalus, Hypostomus punctatus, Salminus brasiliensis' in
serumunda PON enzim aktivitelerini sirastyla 6,1, 6,6, 1,5 ve 35,2 nmol x min? x ml?t
olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada da PON ve ARE enzim aktiviteleri hem serum hem
de karacigerde tespit edilmis dolayisiyla bu enzimlerin varlig1 sazanlarda gosterilmistir.

Farkli metallerin baliklardaki paraoksonaz enzim diizeyine etkisinin arastirildigi bir
calismada kadmiyum, bakir, civa ve kobalt agir metallerinin sazanlarda paraoksonaz
enzimini farkli sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Beyaztas vd., 2007). Sayin vd. (2012)
tarafindan Scyliorhinus canicula tiirii baliklarda yapilan ¢alismada PON enzim aktivitesi
saflagtirilmis ve (Ni?%), (Cd*"), (Hg*") ve (Cu®") metallerinin PON enzim aktivitesine
inhibitor etkisi Iin vitro olarak arastirilmigtir. Serum PON total aktivitesi 11788,8 U/ml
olarak, spesifik aktivite ise 344,701 olarak bulunmustur. Ayrica Ni2+, Cd2+, ng+ ve Cu%*
metallerinin hepsinin inhibitor etki gosterdigini, bunun yaninda en gii¢lii inhibitér etkinin
Cu? tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. Cinko siilfat (ZnSO,) formunda ¢inko metali
kullanilarak yapilan bagka bir calismada da 10 giin boyunca 5 ve 10 mg/L
konsantrasyonlarinda ¢inko uygulanan Capoeta capoeta baliklarinda plazma PON1
aktivitesinin kontrol grubuna goére azaldigi ve PONI1 aktivitesinin metallere ¢cok duyarlt
oldugu ifade edilmistir (Deveci vd., 2015). Yonar vd. (2012), krom oksit (CrO3) formunda
krom kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda 15, 30 ve 60 ppb konsantrasyonlarinda 28 giin
uygulanan kromun sazanlarda (C. carpio) serum PON ve ARE aktivitesini disiirdiiglini
gostermislerdir. Bu diislislin artan konsantrasyonla arttigini ifade etmislerdir. Yapilan bu
calismada da PON enzim aktivitesinin baliklar i¢in agir metaller gibi toksik oldugu bilinen
malathion uygulamasiyla azaldig1 goriilmiistiir.

Pestisitlerin baliklarda PON veya ARE enzim aktivitesine etkisini arastiran yalnizca
bir arastirmaya rastlanilmistir. Bu arastirmada karbamatli bir pestisit olan karbosulfanin
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)'ndaki mutajenik, genotoksik ve enzim inhibitdr
etkisi aragtirillmistir (Altinok vd., 2012). Karbosulfanin 25 pg/L' lik konsantrasyonu (LCsg
degerinin % 5' i) baliklara verilerek kronik toksisitesi 60 giin i¢in arastirilmustir. ilk ay igin
her hafta, ikinci ay icin ise 15 giinde bir alinan plazma 6rneklerinde PON aktivitesi 12,01 +
1,65 U/L ve 9,05 = 0,89 U/L arasinda bulunmustur. PON aktivitesinin karbosulfan
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uygulamasiyla istatistiksel olarak énemli bir inhibisyona ugramadigi, PON aktivitesinin
inhibisyon oraninin birinci haftada % 7,36 iken bu oranin sekizinci hafta % 16,67 seklinde
gerceklestigi belirlenmistir. Bu arastirmada ise deneme baslangicinda PON aktivitesi
malathionun her ii¢ konsantrasyonun uygulandig1 sazanlarda kontrol grubuna gére 6nemli
oranda azalmis, deneme sonunda ise kontrol grubuna yakin bulunmustur. Bu farklilik
incelenen baligin tiirii, agirligi, uygulanan pestisitin tiirii, konsantrasyonu ve siiresinden
kaynaklanabilir.

Son yillarda insan ve ratlar lizerine yapilan ¢aligmalarda PON aktivetsi ile oksidatif
stres arasinda karsiliklt bir iligki oldugu ileri siiriilmiis fakat bu mekanizma tam olarak
aydinlatilamamistir  (Aviram vd., 1999). Bu arastirmadaki PON ve ARE enzim
aktivitesinde belirlenen azalma malathionun sebep oldugu oksidatif stresle

iliskilendirilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

PON ve ARE enzim aktivitelerinin malathionun artan derisimine bagl olarak
denemenin ilk giinlerinde azaldigi, malathionun uygulanan diisiik derisimlerinin etkisinde
bile C. carpio’da serum ve karaciger dokusunda toksik etki olusturdugu belirlenmistir.

Bu sonuglar malathion uygulamasmin baliklarda strese neden oldugunu
gostermistir. Diger taraftan uygulamanmn 21. giiniinde incelenen enzim aktivitelerinin
artmasi ve hemen hemen kontrol degerine yakin bir diizeye ¢ikmasi, malathionun neden
oldugu stresin viicut tarafindan bertaraf edilmeye ¢alisildiginin bir isaretidir.

Buna goére PON ve ARE enzim aktivitesi pestisit toksisitesini belirlemede
biyobelirteg olarak kullanilabilir.

Fakat farkli balik tiirlerinde, farkli siire ve konsantrasyonlarda pestisit

uygulamalarinin sonuglarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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