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OZET

Bu calismada, iki farkli dozda sentetik piretroid permethrin'e (kontrol, arag, 10 ppm
ve 20 ppm) iki farkli donem (4 giin 21 giin) maruz kalan sazan baliklarinin
antioksidan parametrelerindeki degisiklikleri arastirmayr amagladik. Deneyde
kullanilan sazan baliklari Yedikir Su Uriinleri Ciftligi'nden (Amasya, Tiirkiye)
tasinmustir. Baliklar 50-60 gr agirliginda ve 12-14 cm uzunlugundadir. Deney, yari
statik bir sistemle dogal 1sikta (12h aydinlik-12h karanlik) gergeklestirildi. Deney
sirasinda baliklar glinde bir kez pelet yem (% 45 protein,% 19 yag,% 3 ham lif) ile
beslendi. Toplam protein dl¢limii i¢cin Bradford yontemi kullanildi. Toplam protein
miktarlar1 hesaplandiktan sonra, doku homojenatlarinda lipid peroksidasyonunun bir
biyobelirteci olan MDA miktar1 Beuge ve Aust (1972) yontemi ile belirlenmistir.
Enzim aktivitelerini incelemek i¢in hazirlanan doku homojenatlarindan elde edilen
stpernatanlarda, katalaz (CAT) aktivitesi Luck (1963) , Glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) enzim aktivitesi Lawrance ve Burk (1976), superoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesi McCord ve Frivovich (1969) tarafindan tarif edildigi gibi gergeklestirildi.
Calisma sonunda elde edilen veriler 24.0 SPSS paket programinda ¢ift yonlii varyans
analizi (two-way ANOVA) modeli uygulanarak p <0.05 diizeyinde incelenmis,
karacigerde istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir. Her iki doz grubunda
permethrine maruz kalan sazan baliklarin solungac dokular1 kontrol grubuna gore
4. ve 21. gunlerde, CAT, SOD ve GSH-Px seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
diistis saptandi (p <0.05). Sonug olarak permethrin, Cyprinus carpio'da toksik etki
yaparak antioksidan sistemi indukler.

Anahtar Sozcukler: Permethrin, Antioksidan, Cyprinus carpio.

Aralik, 2020; 51 sayfa
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ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the changes in antioxidant parameters of carp
fish exposed to two different doses(control, vehicle, 10 ppm and 20 ppm) of the
synthetic pyrethroid permethrin for two different periods (4 days and 21 days). The
carps used in the experiment were transported from Yedikir Fisheries Farm (Amasya,
Turkey). They have the weight of 50-60 g and length of 12-14 cm. The experiment
was carried out with a semi-static system in natural light (12h light-12h dark).
During the experiment, fish were nourished with pellet feed (45% protein, 19% fat,
3% crude fiber) once a day. Bradford method was used for total protein
quantification. After calculating the total protein amounts, the amount of MDA,
which is a biomarker of lipid peroxidation in tissue homogenates, was determined by
the method of Beuge and Aust (1972). Catalase (CAT) activity Luck (1963),
glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activity Lawrance and Burk (1976),
superoxide dismutase (SOD) enzyme activity McCord and Frivovich (1969) in
supernatants prepared to examine enzyme activities. Performed as described by. The
data obtained at the end of the study were analyzed at the p <0.05 level by applying
two-way analysis of variance (two-way ANOVA) in the 24.0 SPSS package
program, and a statistically significant increase in liver was detected in the liver and
gill tissues of the carp fish exposed to permethrin in both dose groups at 4 and 21
days compared to the control group, while a statistically significant decrease was
found in the levels of CAT, SOD and GSH-Px (p<0.05). In conclusion, permethrin
induces the antioxidant system by making a toxic effect in Cyprinuscarpio.

Keywords: Permethrine, Antioxidant, Cyprinuscarpio.

December, 2020; 51 pages
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1. GIRIS

Giliniimiizde artan niifusun besin ihtiyacini karsilamada en 6nemli alanlarin tarim ve
sucul ekosistemler oldugu goriilmektedir. Insanlarin alternatif besin kaynag1 arayisi,
ucuz ve besin degeri yliksek olan sucul canlilara yonelmeyi her gecen giin
guclendirmektedir. Hizla artan niifus yakin gelecekte siirdiiriilebilir gida tiretimini

zorlayacak hatta besin kithig1 kendini gosterecektir.

Ancak artan besin ihtiyacini karsilamak ve daha dayanikli {iriinler elde etmek {izere
tum diinya sentetik iiretime donmiis buda beraberinde kirliligi ortaya c¢ikarmistir.
Ozellikle tarim alanlarindan yiiksek rekolteli iiriin elde etmede sik tercih edilen
pestisitler; tarim zararlarina karsi Onemli bir rol oynarken, hedef olmayan
organizmalar lizerinde oldukga toksik etkiler olusturmaktadir (Baspinar vd., 2010;
Tiryaki vd., 2010). Yakin gelecekte tarim alanlarinda kullanilan pestisitlerin tarim
zararlilarima olusturmus oldugu direncin yaninda canlilarin besin zincirinde rol
oynayan diger canlilara da ulasmasi hatta drenaj yollariyla sucul ortamlara ulagsmasi

kiiresel kirlilik sorunlarininbasinda gelmektedir (Singh vd., 2010).

Sentetik piretroidler, en ¢ok kullanilan pestisitlerden biri olup ve siklikla sucul
ortamda birikmektedir. Sentetik piretroidlerin diinya genelinde tarim kimyasallar
icinde %25 pazar payma sahiptirler (Yavuz vd., 2015). Sentetik piretroidlerin
baliklarda direk 6liimiin yaninda yumurtlama verimi ve lireme iizerindeki olumsuz
etkilere oldugu bilinmektedir. Hatta yavru baliklar olumsuz ¢evre kosullarindan daha
cok etkilenirler (Toros ve Maden, 1991). Insektisitler baliklarda davranis
bozukluklarina ve hematolojik parametrelerde azalmalara, canli organizmalarda
birikimi sonucu, genotoksik ve kanserojen etkiye neden oldugu rapor edilmistir

(Pandey vd., 2003; Khan vd., 2006; Diran vd., 2006; Zhang vd., 2010).

Permethrin [(3-fenoksifenil) metil 3- (2, 2-dikloroetilen) -2, 2-imetilsiklopropan
karboksilat] bir piretroid grubu insektisittir. Zararli ve bocek istilasini kontrol etmek
icin tarim ve hayvancilik endustrisinde biiyiik oranda kullanilmaktadir. Sucul
ortamda oldukga etkilidir (URL-1). Yuksek toksisitesinden dolay: insan sagligive
akuatik ortam icin bir tehlike olusturmaktadir (Lloyd, 1992). Kuslar ve memeliler
tizerinde disiik toksisiteye sahip olmasina ragmen (Abernathy ve Casida, 1973)

baliklar tzerinde toksik etki gosterdigi bildirilmistir (Sellami vd., 2014a).



Sazan baliklar1 besin degeri yiiksek, ucuz ve i¢ sularin dominant canlilaridir. Fakat
ozellikle tarim kimyasallar1 ve evsel atiklardan dolay1r populasyon yogunlugu ve
bliylime performasyonlar1 her gecen giin azalmaktadir. Oysa insan saglig1 acisindan
son derece 6nemli olan ve tercih edilen baliketi ve yaglari bu olumsuz gevre

kosullarindan fazlaca etkilenmektedir.

Sucul habitatlarda meydana gelen degisikliklerin etkileri baliklarda iizerinde
olusturabilecegi olumsuzluklar1 belirlemede fizyolojik, biyokimyasal, antioksidan ve
histopatolojik birgok gosterge kullanilabilmektedir. Arastirmamizda diinya genelinde
sik¢a kullanilan permethrinin farkli doz ve siirelerde sazan baliklarinin karaciger ve
solunga¢  dokularindaki  antioksidan  aktivite degisimlerinin  belirlenmesi

amagclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez kapsaminda ydritilen c¢alismalar, bolgenin jeolojik ve hidrojeolojik
oOzelliklerinin belirlenmesine yonelik olarak literatir tarama, arazi calismalari,
laboratuvar c¢aligmalar1 ve blro c¢alismalar1 olmak (zere dort asamada

gerceklestirilmistir.
2.1 Pestisitler

Tarim kimyasallar1 i¢inde yliksek orana sahip pestisitler; madde miktar1 ve toksik
etki derecesine gore sucul canlilarda fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere neden
olabilecegi gibi doku hasarinda da onemli histopatolojik olumsuzluklara neden
olabilmektedir. Pestisitler canlida yiizme ve ilireme davraniglarinda bozulmalara
neden olabilecegi gibi yiliksek mortaliteye de sahiptir. Ayrica biyolojik birikim
nedeniyle de dolayli olarak besin zinciri yoluyla insan sagligini etkileyerek biiyiik

oranda halk saglig1 sorunlar1 da olugturmaktadir.

Pestisitler, istenmeyen bitkiler (yabani otlar),bdcekler, kemirgenler ve mantarlar da
dahil olmak iizere zararhilar1 Oldiirmek i¢in kullanilan kimyasal bilesiklerdir.
Pestisitler temel olarak ekinlerin korunmasi, gida maddelerinin korunmasi ve vektor
kaynakli hastaliklarin onlenmesi gibi faydalar i¢in de kullanilir. Ayrica tarim,
ormancilik, su Urlinleri yetistiriciligi, gida endiistrisi, odun ve diger biyolojik
Uriinlerin  islenmesi, tasinmasi ve depolanmasi gibi farkli alanlarda da
kullanilmaktadir. Biiylik miktarda pestisit kullanimi, halk saglhigina ve ekosisteme
zarar verir. Dlnya pestisit Gretiminin %85'ini tiiketen gelismekte olan iilkelerde
zehirlenme goriilme siklig1 yiiksek sanayilesmis iilkelere gore 13 kat daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Gelismekte olan iilkelerdeki pestisitle ilgili zehirlenmelerin
cogu, kullanimlart konusunda egitim eksikligine, zayif yasal kontrollere ve
uygulamalar1 sirasinda viicuda koruma saglamadaki dikkatsizlige baglanabilir.
Pestisitlerin hepsi hava, toprak ve suyoluyla bir sekilde dagilmis olsalar bile ¢evrede
farkli dagilim ve kalicilik modellerine sahiptir. Pestisitlerin risk faktorlerini goéz ardi
etmeden, onu daha iyi mahsul iretimi ve gida korumasi i¢in kullanmaliyiz. Ancak,
pestisitlerin farkli siniflandirmalarinin  yardimiyla akillica kullanilmasiyla, toksik

etkileri en aza indirilebilir (Megha vd., 2018).



Pestisitler; toksisiteye (tehlikeli etkileri), dldurdikleri zararli organizma ve pestisit
islevi, kimyasal bilesim, giris sekli, etki sekli, nasil ve ne zaman calistiklari,

formiilasyonlar ve orjinleri gibi ¢esitli kriterlere gore siniflandirilir.
2.1.1 Pestisitlerin sitmiflandirilmasi

Pestisitler smiflandirilmasinda kullanildiklar1 zararlilar, zararlilara etki sekilleri ile
etki maddesi gibi kriterler rol oynamaktadir. Bu yonde herbisit, fungusit, insektisit
vb., hedefli pestisitler yogun sekilde kullanilmakta ve siniflandirilmaktadir
(Klaassen, 2001). Pestisitin toksisitesi, temel olarak doz ve zaman olmak Uzere iki
faktore baglidir. Yiiksek akut toksisiteye sahip bir pestisit, cok az miktarda
emildiginde bile oliimciildiir. Akut toksisite ol¢iimii akut oral toksisite, akut dermal
toksisite ve akut inhalasyon toksisitesi olarak o6lgulebilir. Kronik toksisite ise bir
pestisite maruziyetten kaynaklanan gecikmis zehirli etkidir. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO), pestisitlerin siniflandirilmast i¢in yalnizca akut toksisiteyi vurgulamigtir.
Diinya Saglik Orgiitii'ne gére, pestisitler, tahmini ilgili 6ldGrict doz LDso (viicuda
oral veya deri yoluyla girerken test edilen hayvanlarin yarisini 6ldiirmek i¢in gereken

pestisit dozu) kullanilarak akut oral ve akut dermal toksisiteye gore siniflandirilir.

Pestisitler icerisinde sentetik piretroidler en ¢ok kullanilan olup siklikla sucul

ortamlarda saptanirlar.

Ulkemizin Avrupa Birli§ine girme asamasma geldigi bu giinlerde, pestisit kalinti
calisma ve analizlerine yonelik calismalarin yetersiz oldugu goézlenmektedir. Oysa
gelismis llkelerde bu yondeki c¢alismalar biliyiikk bir yogunluk kazanmistir ve
gidalarda rutin olarak yapilmaktadir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynaginin
gidalar olmasi nedeniyle 1960 yilinda FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) ve WHO
(Diinya Saglk Orgiitii), "Pestisit Kalintilari Kodeks Komitesi"ni kurdular. Bu
komitenin c¢aligmalar ile ilgili tanimlamalar yapild1 ve bilimsel arastirma verilerine
dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 degerleri (MRL)
saptandi (Yiicel, 2007). Avrupa Komisyonu, Avrupa’da tiim sularin temiz ve saglikli
olmasmi saglamak icin Su Cerceve Direktifi (2000/60/EC) ile iilkelerin sucul
ortamda kimyasal kirleticilerin tespit edilmesini ve kontaminasyon sonucu olusan
hasarin 6nlenmesi i¢in harekete ge¢ilmesini saglamistir. 2013/39/EC sayili direktif

ile tekrar diizenlenmis olan 2008/105/EC sayili direktif 45, oncelikli madde olarak
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adlandirilan kimyasallar i¢in ylizey sularinda Cevresel Kalite Standardi (EQS)
belirlemistir. Bu oncelikli maddelerin ¢ogu endokrin baskilayici, vahsi yasam ve
insan hormonlarinin normal gelisim ve fonksiyonlarini etkileyerek etkilesime giren
kimyasallar olarak tanimlanirlar. Bu maddelerin ¢ogu nehirler, goller veya denizler
gibi yiizey sularinda kati partikiillere absorbe olarak alttaki sediment kisminda
biyoakiimule olurlar. Sucul ortamda yasayan organizmalar ise besin zinciri yolu ile

bu maddeleri blnyelerinde biriktirirler.

2.1.2 Pestisitlerin insan ve cevre saghgina etkileri

Bir pestisitin ¢evreye olan etkisini onun kimyasal yapisi, formiilasyon tipi, fiziksel
Ozellikleri, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler etkilemektedir.
Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi buharlasma ve dagilma
nedeniyle cevreye yayilirken diger kismi bitki ilizerinde ve toprak yiizeyinde
kalmaktadir. Cevreye yayilan pestisit riizgarlarla tasinabilir, yagmur, sis veya kar
yagisiyla tekrar yeryiiziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve
bitkilere ulagsan pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisiteye neden olabilmektedir.
Pestisitlerin Oneriler dogrultusunda kullanilmamasi, kalintilar1 ile insan sagligi
tizerinde ve ¢evrede olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Bazi pestisitler, biyolojik
ayrismaya karst dayanikhidir. Ciinkii bunlarin  hidroliz ve oksidasyonlarim
gerceklestirecek enzimlere dogada rastlanmamaktadir. Dolayisiyla dogadaki dolanim
yoluyla suya karigabilir ve sudaki diger maddelerle baska kalici bilesiklere
doniisebilmektedir.  Pestisitler  biyolojik  birikimle canlilarin  viicutlarinda
yogunlasabilir (bioconcentration). Bu maddelerin ve tiirevlerinin bitki ve hayvan
biinyelerinde depolanarak besin zincirine katilmalar1 son yillarin en biiyiik sorunlar
arasinda yer almaktadir. Bu sonu¢ beslenme zincirinin tepesinde bulunan insani, en
cok etkilenebilecek canlilar konumuna getirmektedir. Pestisitler, bu besin zincirinde

hareket ederken her agamada daha biiyiik bir orana ulasmaktadir.

Piretroid insektisitler, yaygin olarak kullanilan cevresel kimyasallar1 temsil eder.
Piretroidler kimyasal yapilarina gore iki gruptan olusur: Tip I piretroidler o-
pozisyonunda permethrin (PER), bir siyano kismindan yoksundur, Tip II piretroidler
ise sipermethrin (CY) gibi bir a-siyano kismina sahiptir (Nasuti vd., 2003). Akut
toksik doz alan hayvanlarda goriilen semptomlara gore Tip I piretroidler asiri

uyarilma, ataksi, titreme ve felce neden olurken, Tip II piretroidler ise asiri
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duyarlilik, salivasyon ve koreoatetoza neden olurlar (Ray ve Fry, 2006). PER (3-
fenoksi-benzil (7)cis/trans-3-(2,2-diklorovinil)-2,2-dimetilsiklopropan-1-karboksilat
(C21H20CI203, CAS No0.52645-53-1), en sik kullanilan sentetik piredroid tip
insektisitlerdir. Yerlesim alanlarinda, tekstil endiistrisinde ve tarimsal ortamlarda
zararlilar1 kontrol etmek, evcil hayvanlarda insanlarda ve pirelerde bas biti ve uyuz
tedavisinde, halk saglig1 vektor kontroliinde ve ticari ucaklarin dezenfeksiyonunda
yaygin olarak Kullanilmaktadir (Nasuti vd., 2003; Bradberry vd., 2005; Stout vd.,
2009; Tirkez ve Aydin, 2012; Anaddn vd., 2013; URL-2; SEPA, 2013; Navarro vd.,
2015; Varloud vd., 2015; Willemin vd., 2015).

Diinya ¢apinda PER yogun kullanimi nedeniyle, insanlar ve hayvanlar basta olmak
lizere tlimcanlilarda olusabilecek maruziyetin artis potansiyelini gozler Oniine
sermektedir. PER etkisinin mekanizmasi, sodyum kanallari, reseptor-iyonofor
kompleksleri ve ndrotransmiterler ile etkilesimlidir (Imamura vd., 2000). PER,
blyik 6lcide iki izomerik formu olan cis ve trans PER nedeniyle ve bir insektisit
olarak yiiksek aktivitesi ve diisiik memeli toksisitesi nedeniyle kullanilan 6nemli bir
insektisittir (Nasuti vd., 2008; Rosita vd., 2015). PER'in diisiik memeli toksisitesi
gosterdigine inanilmasina ragmen, artan sayida ¢alisma, PER'in hayvanlarda ve
insanlarda ndrotoksisite (Nasuti vd., 2007b, 2008, 2014; Gabbianelli vd., 2009b;
Falcioni vd., 2010; Carloni vd., 2012), imminotoksisite (Olgun ve Misra, 2006;
Gabbianelli vd., 2009a; Jin vd., 2010), kardiyotoksisite (Vadhana vd., 2010, 2011a,
2011b, 2013), hepatotoksisite (Gabbianelli vd., 2004, 2013), treme (Issam vd.,
2011), genotoksik (Turkez ve Togar, 2011; Turkez vd., 2012; Tirkez ve Aydin,
2012, 2013) ve hematotoksik (Nasuti vd., 2003) etkiler, sindirim sistemi toksisitesi
(Mahmoud vd., 2012; Sellami vd., 2014b, 2015), antiandrojenik aktivite (Xu vd.,
2008; Christen vd., 2014) fetotoksisite, Erkmen (2015), ve sitotoksisite Hu vd.
(2010) gibi ¢esitli toksisitelere omurgalilarda ve omurgasizlarda neden olabilecegini
gostermistir. Artan kanitlar, PER tarafindan azaltilmis toksik etkilerin oksidatif stres
ile yakindan iliskili oldugunu belgelemistir. PER, neonatal sican beyninde oksidatif
strese neden olan norotoksik etkiler gostermistir. PER'e dogum Oncesi maruziyet,
vaskiiler gelisimdeki degisiklikler yoluyla beynin yetersiz gelismesine neden
olabilmektedir (Imanishi vd., 2013). PER'in endokrin bozucu 6zellige sahip oldugu
belgelenmistir. Diisik PER dozlarinin plazmada 6nemli lipoperoksidasyon ile

birlikte testosteron konsantrasyonunda énemli uyumsuzluga yol actifi gosterilmistir



(Issam vd., 2011). PER, 6nemli oksidatif stres ile birlikte Greme toksisitesine neden
olabilir (Issam vd., 2011). Diisiikk dozlarda PER ile farkli subkutan tedavilerin,
lipidperoksidasyon artisi, spermatogenezin deregiilasyonu ile tradiise edilen bir testis
rahatsizligt ve epididimlerin mikro yapisinda gii¢lii deformasyonlarin ortaya
cikmasiyla epididim disfonksiyonu ile sonuglandigini belgelemistir (Issam vd.,
2011). Daha da onemlisi, erken yasamda PER tedavisi, yetigkinlikte homeostatik
siirecleri, fizyolojik parametreleri ve oksidatif stres durumunu degistiren uzun vadeli
etkilere sahip olabilir. Diisiik PER insektisit dozlar1, kardiyak hipotrofiye, karaciger
ve beyin hasarma, 16kositlerde ve plazmada diisiik Ca*? konsantrasyonlarina, beyinde
Ca*? artisina ve Nurrl, NF-xB, Nf E2 ile ilgili faktor gibi oksidatif stresle iliskili
genlerde degisikliklere yol acan uzun vadeli sonuglara sahiptir. PER ayrica istiridye
ve Hexaplex trunculus gibi oksidatif stres yasayan deniz hayvanlari tizerinde toksik
etkiler gostermistir. PER'in AchE aktivitesini inhibe ettigi, kabuk bilesiminde
aragonitten kalsite faz gecisine neden oldugu ve oksidatif stresi 6nemli Olglide
artirdig1 ortaya c¢ikmistir (Sellami vd., 2014a, 2015). Buna ek olarak, PER ayrica
Hexaplex trunculus'ta toksik etkilere neden olmustur ve katalaz (CAT) gibi énemli
Olclide artmis antioksidan enzim seviyeleri olusturmustur (Mahmoud vd., 2012).
PER sentetik bir piretriod olup tarim alanlarinda, halk sagliginda (bit 6ldiiriicii) sik¢a
kullanilmaktadir (Giiveng vd., 2020).

Memelilerde diisiik toksisiteye neden olurken omurgali ve omurgasiz canlilarda
kanserojen etkiye sahiptir (Zhang vd., 2008). Bununla bilirlikte néron kanallarinda
sodyum aktivitiseni bozarak fel¢ olusturarak noérotoksik etkide gdstermektedir (Price
vd., 2007). Karaciger hepatosit hiicrelerinde hasara neden oldugu bildirilmistir. PER
genel olarak insan ve hayvanlarda norotoksisitenin yaninda, immunoktoksik,
oksidatif sitres, reaktif oksijen tirleri (ROS) ve reaktif azot tirleri (RNS) tzerinde

etkili oldugu rapor edilmistir (Wang vd., 2016).
2.1.3 Tiirkiye’de pestisit kullanim

FAO’nun 2015 yil1 verilerine gore yillik tarim ilact miktart hektara 4,91 kg, AB’de
ise 2,69 kg’dir. AB’de birim alanda kullanilan tarim ilact kullanimi1 Hollanda’da 9,34
kg/ha, Italya’da 6,96 kg/ha, Almanya’da 4,03 kg/ha ve Ingiltere’de 3,02 kg/ha ile iist
siradadirlar. Tirkiye'de ise yine FAO’nun 2015 verilerine gore yaklasik 1,63 kg/ha

pestisit tliketildigi rapor edilmistir. Tiirkiye’de birim alanda kullanilan pestisit
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miktart diinya ve AB iilkeleri ortalamasinin olduk¢a gerisindedir. Tiirkiye’de
Akdeniz Bélgesini %28, Ege Bolgesi %25, I¢ Anadolu Bolgesi %16 ve Marmara
Bolgesii %16 ile genel olarak iilke tarim ilaci kullaniminin %85’ine sahiptir. Bu
verilere gore Tiirkiye’de tarim ilact kullanim miktarinin yaridan fazlasi sadece
Akdeniz ve Ege bolgelerinde gerceklesmektedir. Bu nedenle bu iki bolge pestisit
kullanim1 nedeniyle ortaya cikabilecek saglik sorunlari konusunda ilk arastirilmasi

gereken bolgelerdir (URL-3).
2.2 Biyodeneyler ve Litaratir Ozetleri

Baliklarla ilgili yapilan calismalara dogal hayatin korunmasi ve insanlar agisindan
kaliteli bir beslenme yaklagimina olumsuz etkisi olan ¢esitli kimyasal maddelerin
akut ya da subkronik etki duzeylerini ortaya koymada 6nemli bir yere sahiptir. Bu
calismalarda hormonal, biyokimyasal, hematolojik, antioksidan ve histopatolojik
yontemler sik¢a kullanilmaktadir (Adhikari vd., 2004). Bu ¢alismalar olumsuz gevre
kosullarinin baliklar {izerinde olusturdugu etkinin varligini, tipini ve siddetini

gostermede indikator olarak kullanilmaktadir (Blaxhall, 1972; Kavitha, 2010).

Yapilan ¢aligmalar; aglik, beslenme kosullari, stres, baligin yasadigir ortamlar1 ve
baliklarin maruz kaldig1 organik ya da sentetik kimyasallarin biiylimeleri {izerine

olumsuz etkiler olusturdugunu gostermektedir.

Yildiz ve Ergoniill (2010) stresin baliklarda immiin sistemi baskiladigin1 ve uzun
vadede baliklar1 hastaliklara karsi daha savunmasiz hale getirebildiginin bir¢cok

calismada gosterildigini belirtmislerdir.

Oksijen elektron c¢ekim guct nedeniyle oldukcareaktif bir molekuldir. O2’nin
H>O’ya rediiksiyonusirasinda ¢ok daha reaktif ara bilesikler olusabilmektedir. Bu
nedenle canlilar oksidatifstresin etkilerinden korunabilmek i¢in antioksidan savunma
sistemine sahiptirler. Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon-S transferazlar (GST) antioksidan enzimler olup
oksidatif stres tarafindan indiiklenen bilesenlerdir. Oksijen metabolizmas: iiriinlerinin
azaltilmast SOD, CAT ve GSH-Px enzimatik hiicresel savunma mekanizmalariyla

kontroledilmektedir.



Cyprinus carpio yavrularinin cyfluthrinin subletal dozajina maruz birakilmasinin
baliklarin beyin dokusunda MDA diizeyini arttirdigi rapor edilmistir (Sepici vd.,
2009). Farkli siirelerde diazinona maruz kalan Rutilus rutilus’un 24. saatteki CAT
aktivitesinin artis1 adaptasyon gostergesi olarak degerlendirilmis, 48. ve 96.
saatlerdeki CAT aktivitesinde ise azalma oldugu bildirilmistir (Keramati vd., 2010).
Yapilan baska bir caligmada ise sazan baliklar1 diazinona 15 ve 30 giin maruz
birakilmislardir. Cesitli doku analizlerinde SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri
tizerinde etkili oldugu ve MDA seviyesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Orug
ve Usta, 2007). Bir orgonoklorlu pestisit olan endosulfanin farkli uygulama
dozlarinin Oncorhynchus mykiss CAT, GST ve GSH-Px enzim aktiviteleri ile MDA
seviyesini yiikselttigini bildirmislerdir (Dorval ve Hontela, 2003). Kavitha ve Rao
(2008), Gambusia affinis’te klorpirifosun bazi antioksidan enzimler iizerine etkisini
incelemiglerdir. 96 saatlik uygulama sonucunda kas dokusunda SOD ve CAT
enzimlerinin inhibe edildigini ortaya ¢ikarmiglardir. Song vd., (2006)
hekzaklorobenzene maruz kalan Cyprinus carpio karaciger dokusunda diisiik
dozlarda SOD enzim aktivitesinde anlamli bir degisim olmadigini, yiiksek dozlarda
ise SOD enzim aktivitesinin azaldigini bildirilmistir. Peixoto vd. (2006) oksiflorfen
etkisinin Oreochromis niloticus karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesini
arttirdigini, SOD enzim aktivitesini ise siireye bagl olarak azalttigini bildirmislerdir.
Ferrari vd. (2007) karbarilin, Oncorhynchus mykiss karaciger dokularinda CAT
enzim aktivitesini artirdigini; buna karsilik azinfosmetilin CAT enzim aktivitesini

diistirdligiinii bildirmislerdir.

Piretroidlerin lipofilik olmalarindan dolay1 solungaglar tarafindan yiiksek bir emilim
oranina sahiptir ve bu da baliklarin sulu piretroid maruziyetlerine kars
hassasiyetinde katkida bulunan bir faktor olacaktir. Baliklarin piretroidleri hidroliz
eden enzim sistemleri yetersizdir. Baliklardaki metabolizma biiyiikk oranda
oksidatiftir (Demoute, 1989). Baliklar, solungaclar yoluyla kendilerini gevreleyen
suyla yakin temas halindedirler. Baliklara olan potansiyel tehlikesi bir¢ok sucul
sivrisinek larva o6ldiiriicli programindaki agir kullanimi nedeniyleolusur.Sonug olurak
nedeni belli ya da belli olmayan herhangi bir stresin, baliklarda immiin, hormonal,
antioksidan, hematolojik sistemi baskiladigi ve bunun uzun vadedebaliklar1 adaptif
savunmanin olabilecegi ve zararlari ¢alismalarla gosterilmistir (Yildiz vd., 2006;

Yavuzcan vd., 2009; Yavuzcan ve Ergondl, 2010).



2.3 Antioksidan Enzimler

Antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar ROS olusumunu engelleyerek
bunlarin meydana getirdigi zararlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak ig¢in
organizmadagorev yapan savunma sistemleridir. Serbest radikallerle hizli bir sekilde
reaksiyona giren antioksidanlar otooksidasyon peroksidasyonun ilerlemesini 6nleyen
maddelerdir. Serbest radikallerin fazlasimi etkisizlestirerek toksik etkilerine karsi
hiicreleri korumak ve hastaliklari 6nlemede katki saglamak antioksidanlarin en

6nemli gorevidir (Dindar, 1999; Pham-Huy, 2008; Sener, 2009).
2.3.1 Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Aerobik canlilarda ROS’un yapmis oldugu hasar1 6nlemeye katki saglayan enzimatik
ve nonenzimatik savunma sistemleri olan antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli
olarak ikiye ayrilir. Diisiik konsantrasyonlarda reaktif oksijen ara iriinleri, hiicre i¢i
mesajlagsma ve mikroorganizmalara karsi savunma gibi islemlerde yararli ve hatta
vazgecilmez olabilir, ancak daha yiksek miktarlarda aktif oksijen, hcreler ve
organizmalar icin zararli olabilir. Bu nedenle organizma oksidan-antioksaidan
dengesini korumaya calisir. Bu dengenin bozulmasi hiicre zar1 lipitleri, proteinler ve
DNA gibi hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitlinliigiin bozulmasina ve canlida
patolojik olaylarin gelismesine yol acar. Antioksidan savunma bu dengeyi korumak
icin radikal metabolit {retimini Onlerken iretilmis olan radikallerinde
temizlenmesine yardimei olur. Ayrica hiicre deformasyonunun onarilmasina, endojen
antioksidan kapasitenin artirilmasimna ve ikincil radikal iireten reaksiyonlarin
durdurulmasini saglar (Akkus, 1995). Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil 2.1” de

gosterilmistir.
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Antioksidanlar

e ™~

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
/ \ BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan ;;c:g?kﬁ::g;lgem olusturucu
SOD / \
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon reduktaz Seruloplazmin p-Karoten
Glutatyon-S-transferaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler

Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.
2.3.2 SUperoksit dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), serbest radikal siperoksidi peroksite
doniistiirerek yok eder ve bu da CAT veya GSH-Px reaksiyonlari ile yok edilebilir.
SOD, yiiksek derecede reaktif stiperoksit radikalini daha az reaktif H.O>'ye doniistiiriir.

SOD
05 + 05 + 2H' =5 H,0, 2.1)

SOD’un diger bir islevi dehidratazlar1 (dihidroksi asit dehidrataz, akonitaz, 6-
fosfoglukonat dehidrataz ve fumaraz A ve B) serbest radikal stiperoksit tarafindan

inaktivasyona karsi korumaktir.

Bir dinukleer Cu, Zn veya monontkleer Fe, Mn veya Ni kofaktorleri iceren dort SOD
simfi tammlanmustir. Insanlarda SOD’un sitosolik Cu-Zn-SOD (SOD 1), mitokondriyal
Mn-SOD (SOD 2) ve hiicre digi-SOD (ECSOD-SOD 3) olmak iizere ii¢ farkli izoformu

vardir.

Cu, Zn-SOD (SOD-1), evrim boyunca korunan baska bir enzim simifidir ve genellikle
her biri bir bakir ve bir ¢inko atomu tarafindan kopriilenmigbir metal kiime iceren

yaklasik 32 kDa'lik iki 6zdes alt birimi vardir. SOD 1 sitoplazmada, nukleer blmelerde

11



ve lizozomlarda bulunur. SOD 1 geninde meydana gelen mutasyonlarm Down
sendromu, Amniyotrofik Lateral Skleroz hastaliklarinin rol oynadigi belirtilmektedir.
Ayrica tiim ttimoérlerde Mn-SOD bulunurken ve Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD aktiviteleri
arasindaki oran normal dokulardan farkli degildir. Tiimorler metabolik olarak daha aktif
dokulara gore daha az Cu, Zn-SOD igerir. Cu, Zn-SOD'un, hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijen olusturmak {izere siiperoksit anyon radikallerinin pargalanmasini
katalize ederek antioksidan savunmanin ilk hattinda onemli bir rol oynadigina

inanilmaktadir.

SOD 2, Mn-SOD, siiperoksitin iki agsamali dismutasyonu sirasinda Mn (III) 'den Mn (II)'
ye ve tekrar Mn (III) 'e donen alt birim basina bir manganez atomu iceren bir
homotetramerdir (96 kDa). SOD 2 aerobik hiicrelerin mitokondrisinde bulunur. SOD 2
hipokside, tim ogeneziste ve hiicre farklilasmasinda rol oynadigi belirtilmektedir. Ayrica
nadir gordlen ailesel mgen mutasyonlari olan motor néron hastaliklari, erken yaglanma

ve idiyopatik kardiyomiyopati ile iliskilendirilmektedir.

SOD 3, EC-SOD, 135,000 dalton agirligindadir veSOD ailesinin en son tespit edilen
uyesidir. SOD 3, dokularin interstisyel bosluklarinda bulunan sekretuar, tetramerik, bakir
ve ¢inko igeren bir glikoproteindir. SOD 3 ayrica plazma, lenf ve sinoviyal stvinin SOD

aktivitesinin ¢cogunu olusturan hiicre dis1 stvilarda bulunur.
2.3.3 Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa'lik 4 6zdes dort yiizlii diizenlenmis alt birimden
olusan bir tetramerik hememin enzimdir. Bu nedenle molekiil basma 4
ferriprotoporfirin grubu igerir ve molekiiler kiitlesi yaklasitk 240 kDa’dir.
Memelilerde ortalama molekiil agirligr 250-270 kDa’dur. Katalaz, bilinen en etkili
enzimlerden biridir. O kadar etkilidir ki, herhangi bir konsantrasyonda H20: ile

doyurulamaz.

CAT, H dondrleri (metanol, etanol, formik asit, fenol...) ile bir tiir peroksidaz
aktivitesinde 1 mol peroksit kullanarak su ve molekiiler oksijen olusturmak i¢in H.O>

ile reaksiyona girer.

H20., aerobik organizmada katalaz ve birka¢ peroksidaz tarafindan enzimatik olarak

katabolize edilir. Hayvanlarda H>O,, CAT ve GSH-Px ile detoksifiye edilir. Katalaz,
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hiicreleri i¢lerinde olusan hidrojen peroksitten korur. CAT normal kosullar altinda
bazi hiicre tipleri i¢in gerekli olmasa da, hiicrelerin adaptif yanitinda oksidatif strese
tolerans kazanilmasinda 6nemli bir rol oynar. Transfekte edilmis zenginlestirilmis
katalaz hicrelerinin adriamisin, bleomisin ve parakuata karsi artan duyarliligi,
hiicrelerdeki katalazin ilagla indiiklenen O tliketimini 6nleme kabiliyetine atfedilir.
Boylece, H2O2'yi hiicreden kagmadan Once yakalayip O2'ye c¢evirir. Bu sekilde,
katalaz ya tekrarlanan kimyasal indirgeme turlar1 i¢in ya da toksin ile dogrudan
etkilesim igin Ozkonsantrasyonunu koruyabilir. CAT peroksizomlarda, sitozolde ve
mikrozomal franksiyonlarda bulunmaktadir. SOD tarafindan siiperoksit radikalleri
H202’ya doniistiiriilir. CAT olusan H202’yi su ve okisjene parcalayarak lipid
peroksidasyonuna karst koruyucu rol oynamaktadir (Paller ve Patent, 1991).
Hidrojen peroksit (H202) varliginda bir takim kiigiik substrat molekiillerine kars1
peroksidatik aktivite gosteren CAT, {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar monofonksiyonel

hem katalazlar, katalaz-peroksidazlar ve Mn igeren katalazlar (Chelikani vd., 2004).

CAT, oksidatif stresin toksik etkilerinin arastirilmasinda ve c¢evresel kirliligin
degerlendirilmesinde uygun bir biyokimyasal belirtegtir. Denizel kirliliginin
izlenmesine yonelik olarak, endiistriyel, kanalizasyon ve gemi trafiginden kaynakli
atik sularin bosaldigi limanlarda yasayan Myoxocephalus scorpius tiirii baliklarin
karacigerinde oksidatif stresin toksik etkileri arastirilmig ve CAT aktivitesinin temiz
limanlardaki kontrol gruplarina gore (p<0.05) yiiksek oldugu rapor edilmistir
(Stephensen vd., 2002).

2.3.4 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Selenyum iceren peroksidazlar, daha énemli bir 6rnek olan glutatyon peroksidaz (EC
1.11.1.19), glutatyon (GSH) kullanarak ¢esitli hidroperoksitlerin (ROOH ve H20,)

indirgenmesini katalize ederek memeli hiicrelerini oksidatif hasara kars1 korur.
ROOH + 2GSH —» ROH + GSSG + H,0 (2.2)

Molekiil agirligi 80 kDa olan GSH-Px,enzim aktivitesi i¢in gerekli olan dort 6zdes
alt birimin her birinde bir selenosistein kalintist igerir (Ding vd., 1998). GSHPX,
substrat H2O:'yi katalaz ile paylasir. GSH-Px tek basma lipid ve diger organik

hidroperoksitler ile etkili bir sekilde reaksiyona girebilir. Glutatyon redoks déngusd,

13



diisiik seviyelerde oksidan strese karst onemli bir koruma kaynag iken, CAT siddetli
oksidan strese karst korumada daha 6nemli hale gelir (Yan ve Harding, 1997).
Hayvan hucrelerinde ve 6zellikle insan eritrositlerinde, CAT’1in H20> i¢in GSH-Px'e
gore ¢ok daha diisiik afinitesi oldugundan, H2Oz'nin detoksifikasyonu icin temel

antioksidan enzim uzun suredir GSH-Px olarak kabul edilmistir (Izawa vd., 1996).

Memelilerde bulunan en az bes GSH-Px izoenzimi vardir. Ekspresyonlar1 her yerde
bulunmasina ragmen, her izoformun seviyeleri doku tipine bagli olarak degisir.
Hiicre membranlarinda, sitozol ve mitokondride bulunur (Deaton ve Marlin, 2003).
Sitosolik ve mitokondriyal GSH-Px(c GSH-Px veya GSH-Px1), glutatyon kullanarak
yag asidi hidroperoksitlerini ve H20.'yi azaltir. GSH-Px1 ve fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz GSH-Px4 ¢ogu dokuda bulunur. GSH-Px4, hem sitozol hem de
membran fraksiyonunda bulunur. GSH-Px4, peroksidize membranlarda ve
oksitlenmis lipoproteinlerde iiretilen fosfolipid hidroperoksitler yag asidi
hidroperoksitleri ve kolesterol hidroperoksitleri dogrudan indirgeyebilir. GSH-Px1,
agirlikli olarak eritrositlerde, bobrekte ve karacigerde bulunur. GSH-Px4 renal epitel
hlcrelerinde ve testislerde yiuksek oranda eksprese edilir. Sitosolik GSH-Px2 ve
hiicre dis1 GSH-Px3, sirasiyla gastrointestinal sistem ve bobrek disinda ¢ogu dokuda
zaylf bir sekilde tespit edildi. Son zamanlarda, 6zellikle fare epididiminde ifade
edilen yeni bir Gye olan GSH-PxS5 ilging bir sekilde selenyumdan bagimsizdir (Haan
vd., 1998).

Ayrica GSH-Pxenziminin selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz olmak tizere iki
izoformu vardir. Se-bagimli GSH-Px enzimi, H20: ve lipid peroksitlerine (ROOH)
kars1 aktiftir. Se eksikligi GSH-Px aktivitesinde azalmaya, dolayisiyla lipid
peroksidasyonunda artiglara yol agmaktadir. H2O2’e kars1 ihmal edilebilir bir aktivite
gosteren Se-bagimsiz GSH-Px ise sadece lipid peroksitlerinin temizlenmesinden
sorumludur. Bu grup enzimler GST olarak adlandirilir (Bao ve Williamson, 1996;
Terada, 2005).

2.3.5 Lipid peroksidasyon (LPO)

Baliklar reaktif oksijen tiirlerine karsi ¢ok hassas canlilardir (Trenzado vd., 2006).
S6z konusu oksijen tiirleri normal fizyolojik durumlarda ortaya ¢ikan (mitokondriyal

elektron taginmasi, peroksizomal yag asidi metabolizmasi, sitokrom P-450
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reaksiyonlar1 ve fagositik hicrelerin solunum patlama aktivitesi) mekanizmalar
sonucu olusabilecegi gibi ¢esitli kimyasallar ve bircok balik hastaliginin patogenezi
gibi dis faktorlerden de kaynaklanabilir (Kumar vd., 2014). Reaktif oksijen tiirlerinin
olagandis1 tiretimi hiicre duvari fosfolipitlerinin veya ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olur. Hiicre duvar1 fosfolipitleri zarar gordiigiinde azalmis
membran akiskanligi, artan membran gecirgenligi, hiicre duvarindaki baglayici
enzimlerin inaktivasyonu ve esansiyel yag asitlerinin kaybi gibi istenmeyen durumlar
ortaya ¢ikar (Sener vd., 2005). Bu nedenle LPO diizeylerinin artmasi oksidatif
hasarin 6nemli bir isareti olarak degerlendirilir (Barzilai ve Yamamoto, 2004).
Dolayisiyla baliklardaki oksidatif hasar tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri
(TBARS) ve malondialdehit (MDA) gibi lidip peroksidasyonu yan drinlerinin
Olculmesiyle tespit edilebilir (Valavanidis vd., 2006; Ceribas1 vd., 2012). Serbest
radikal hasarinin birincil ve ikincil iiriinlerinin biyolojik belirte¢ olarak kullanilmasi,
cevrenin oksidatif basincinin izlenmesi i¢in uygundur.En yaygin olarak kullanilan
biyobelirtecler, aldehit olarak lipid peroksidasyon drtnleri, 6zellikle malondialdehit
(MDA), ketonlar ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden dien konjugasyonunun
belirlenmesidir (Valavanidis vd., 2006). Malondialdehit, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ana ikincil lipit oksidasyon {irtiniidiir. MDA’ ’nin hiicre membranlarinin
gecirgenligini arttirdigl, membranlarin iyon aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon
dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda
kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica MDA
diizeylerindeki artis serbest radikal liretimini arttirmakta ve antioksidan aktiviteyi
azaltmakta ve bunun neticesinde antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki
dengenin bozulmasina neden olarak endotel disfonksiyonu ve neticesinde

ateroskleroza neden olabilecegi bilinmektedir (Halliwell, 2015; Sargowo, 2018).

2.4 Cyprinus carpio L. 1758

Omurgali hayvanlar arasinda tiir sayis1 bakimindan baliklar en kalabalik gruptur.
Diinyadaki balik aileleri i¢inde en fazla tiire sahip aile sazangillerdir (Cyprinidae).
Sazangiller yaklasik olarak 5000 tiire sahiptir. Caligmamizda kullandigimiz Cyprinus

carpio’nun sistematigi su sekildir:
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Alem : Animalia (=Hayvanlar)

Sube : Chordata (= Kordalilar)

Altsube : Vertebrata (= Omurgalilar)
Sinif : Actinopterygii = (Osteichthyes)
Takim : Cypriniformes (Sazangiller)
Aile : Cyprinidae (Sazanlar)

Cins : Cyprinus

Tar : Cyprinus carpio Linnaeus, 1758

Iliman iklim boélgelerine adapte olmus sazan (Cyprinus carpio) ekonomik degeri
yiiksek bir tatli su balig: tiiriidiir. Genis sicaklik (3-28°C) ve oksijen (2-7,5ppm)

toleransina sahip olup yetistiricilikte fazlaca tercih edilebilmektedir.

Sazan (Cyprinus carpio) baligi sportif amagli aveilikta da tercih edilmektedir. Vatani
Asya olup 12. yiizyildan sonra Avrupa ve Amerika'nin tatli sularinda iretilmistir.
Ayrica balik yetistiriciliginde de onemli yer tutar. Omnivor beslenmeye adapta
olmus, solucan, bocek larvalar1 ve bitkilerle beslenir. Boylar1 1 metreden fazla olup

agirlig1 30 kg'dan fazla olanlar1 da vardir.

Cyprinus carpio yetistiriciligi bu kadar eski olmasina ragmen, yapay yontemle yavru
uretimi ancak 1933-1937 yillarinda Alman bilim adami Probst tarafindan
basarilabilmistir. Bu yontem daha sonralar1 hipofiz enjektesi ile tam kontrollii dol
almayr miimkiin kilan bir duruma Macar bilim adami Woynarovich tarafindan

getirilmistir. Sekil 2.2” de Cyprinus carpio gosterilmistir.

Sekil 2.2. Cyprinus carpio (URL-4).
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2.4.1 Pestisitlerin baliklar iizerindeki etkileri

Pestisitlerin baliklar {izerindeki etkileri degisik sekillerde goriilebilmektedir.
Pestisitin etkisi dogrudan 6ldiirme olabilecegi gibi yumurta birakmay1 ve iiremeyi
durdurmak nedeniyle de balik popiilasyonu iizerinde etkili olabilmektedirler. Ayrica
pestisitler dokularda meydana getirdikleri deformasyon ile baliklarda duyarliliga yol
acarak mevsimlik 1s1 degisimlerinden ve gecici agliktan gereginden fazla
etkilenmelerine neden olabilmektedir (Atamanalp ve Yanik, 2001). Pestisitler
baliklarda halsizlige, ylizme davranisinda degisiklige neden olarak av olma,
beslenme becerilerini azaltma, durumunu koruma ve alanlarin1 koruma konusunda
sikinti olusturmaktadir (Prashanth vd., 2011). Pestisitler go¢ baliklarinda gog
davraniglarinin da degismesine neden olarakbaliklarin go¢ kabiliyetini etkilemekte ve
yasam dongisiinii degistirmektedir (Gohel ve Dodia, 2015). Akuatik kirlilik go¢
eden somon baliklarinin go¢ davramiglarini degistirmekte ve bunun sonucunda
yumurta birakma olaymin ertelenmesine sebep olmaktadir (Satyavardhan, 2013).
Antioksidan sistem (zerinde dokuya Ozgii olanbu degisiklikler farkli baliklarda
beyin, solungag, bobrek, akciger, kas gibi i¢ organlardadir ve degisik sonuglar
gOstermektedir. Sonug olarak; dogal su ortaminin kimyasal bilesimdeki degisiklikler
bu cevredeki sakinlerin en ¢ok da baliklarin davranissal ve fizyolojik sistemlerini

etkilemektedir.
2.4.2 Baliklarda antioksidan savunma sistemi

Baliklar tipk: diger omurgalilar gibi yag, protein ve DNA gibi hiicresel molekiillere
oksidatif hasar veren ve nihayetinde hiicre 6lumuyle sonuglanan hidrojen peroksit ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu etkileri 6nlemekle gorevli olan bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir (Holmblad ve Soderhall, 1999; Yonar ve Sakin, 2011).
Bu sistem SOD, CAT, GSH-Px, GST, G6PDH, GR gibi bir dizi enzim (Blahova vd.,
2013) ve rediikte glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan (molekiiler) unsurlar
icerir (Droge, 2002). Bu enzimatik ve non-enzimatik sistemlerin temel amaci serbest
radikalleri temizlemek ve oksidatif hasara yol acan reaktif oksijen turlerinin (ROS)
olusumunu engellemektir (Pandey vd., 2003; Li vd., 2009). Bu nedenle bu
molekiiller baglantili fonksiyonlara sahiptirler ve ROS olusumuna karsi birlikte
hareket ederler (Ozmen vd., 2004). Antioksidanlar ve oksidanlarm miktarlarinda,

enzim aktivitelerinin azalmasindan ve/veya asirt miktarda ROS birikmesinden dolay1
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meydana gelen dengesizlik nedeniyle bir organizmadaki reaktif oksijen turleri ve
antioksidan mekanizmasi arasindaki orantisizliga oksidatif stres ad1 verilir (Monteiro
vd., 2006; Valavanidis vd., 2006). Bu nedenle oksidatif stres parametreleri baliklarda
antioksidan savunma sisteminin durumunu tespit etmek maksadiyla kullanilmaktadir
(Sturve vd., 2005). Baliklarda antioksidan savunma sistemi (Sekil 2.3) beslenme
aligkanligr ve besin maddeleri ile iliskilidir. Antioksidan savunma mekanizmalari
genelde karaciger dokusunda bobrek ve beyin gibi diger dokulardan daha giigli
sergilenmektedir (Li vd., 2009). Antioksidan enzimler balik sagligin1 degerlendirmek
amaciyla stres ve immiin yanit biyobelirtegleri olarak nitelendirilmektedir (Sagstad

vd., 2007).

SOD

Oxidative ~Se—— O, "

S resee———n n H,O:
H,O

X ( Xenobiletics )

- GPx
m
¥

GSX (Conjugate)

LPx ¢, PC ¢,
LOOH 1

Sekil 2.3. Antioksidan savunma sistemi (Sahoo, 2011).

Oksijen, molekdler halindeki O, aerobik yasam igin hayati 6onem tasiyan bir¢cok
metabolik sure¢ igin gereklidir. Aerobik organizmalar oksijensiz var olamazlar,
ancak bu yine de dogalar1 geregi yasamlart i¢in tehlikelidir. TUm aerobik
organizmalar gibi, baliklar da reaktif oksijenin etkilerine kars1 hassastir ve literatiirde
iyi tanimlanmis dogal ve etkili antioksidan savunmalarina sahiptir (Martinez-Alvarez
vd., 2005). Katalaz (CAT), slperoksit dismutaz (SOD) gibi 6zel olarak uyarlanmig
enzimler ve glutatyona (glutatyon peroksidaz, GPX ve glutatyon rediiktaz, GR) bagh
enzimler, bugiine kadar arastirilan ¢ogu balik tiiriinde tespit edilmistir (Rudneva,

1997). Bu enzimlerle birlikte, baliklarda antioksidan savunmada karotenoidler, E, K
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ve C vitaminleri, amino asitler ve peptitler (glutatyon) gibi diisiik molekiiler agirlikli

antioksidanlar tespit edilmistir.

Rudneva'ya (1997) gore, Karadeniz'den ilkel bir elasmobranch olan kopek
baliklarinin (Squalus acanthias) eritrositlerinde CAT aktivitesinde bir eksiklik ve ¢ok
az SOD aktivitesi vardir ve bu baligin ilkel bir antioksidan sisteme sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Rudneva (1997) bu elasmobranchta bulunan yiksek duzeydeki
tire, glutatyon ve K vitamininin sl enzimatik antioksidan sistemi telafi
edebilecegini bildirmektedir. Bu tirdeki CAT aktivitesindeki bildirilen eksiklik,
serumdaki lipid peroksidasyon seviyeleri ile iligkilidir ve CAT aktivitesi olan diger
teleostlarda bulunanlardan daha yiksektir (Rudneva, 1997). Diger karsilastirmali
calismalar, baliklarda CAT, SOD ve GPX aktivitelerinin memelilere ve kuslara gore
daha diisiik oldugunu gostermistir (Izokun-Etiobhio vd., 1990; Pe’rez-Campo vd.,
1993; Rocha-e-Silva vd., 2004).

Bu ¢alismada diinya genelinde sik¢a kullanilan permethrinin [(3-fenoksifenil) metil
3- (2,2-dikloroetilen) -2,2-imetilsiklopropan karboksilat] sazan baliklarinin karaciger
ve solunga¢ dokularinda antioksidan aktivite iizerine etkilerinin farkli doz ve

stirelerdeki degisiminin incelenmesi amaglanmastir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Deneyde kullanilacak hayvanlar ve temini

Deney ¢alismasinda kullanilan sazan baliklar1 Yedikir Su Uriinleri Istasyonunda hibe
yolu ile temin edilmistir. Baliklar 150 L’lik akvaryumlara konularak 14 giin boyunca
ortama adaptasyonlar1 saglanmistir. Baliklar adaptasyon siiresince pelet yemle
beslenmistir. Deneyde kullanilan baliklarin bir yasindan kiigiik, ortalama agirliklari

50-60 g ve ortalama uzunluklar1 ise 12-14 cm olarak belirlenmistir.
3.1.2 Deney akvaryumlari ve diizenegi

Calismada filtreden gecirilerek kaba atiklarindan arindirilan gehir sebeke suyu

kullanilmistir. Depoda ii¢ giin bekletilip dinlendirildikten sonra pH, c¢Oziinmiis

oksijen ve klor orani ayarlanan su pompalar araciligiyla akvaryumlara aktarilmistir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Akuatik Toksiloloji Laboratuvar: Akvaryum Sistemi (Aksaray Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Merkezi Arastirma Laboratuvart).

Akvaryumlara alinan su tii¢ giin bekletilirken hava filtreleri c¢alistirilmis ve

ortamingdziinmiis oksijen miktar1 ve pH’1 ayarlanmistir. Daha sonra baliklar

akvaryum suyuna alinmigtir. Her akvaryuma 7 balik eklenmistir. Cizelge 1’deki

deney gruplari dikkate alindiginda her bir grupta 7 balik (N:7 adet) olmak tizere akut

ve subkronik fazda toplam 56 adet balik kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Deney gruplart.

4 gln N 21 gun N
1.Grup: Kontrol Grubu 7 1.Grup: Kontrol Grubu

2.Vehicle 7 2.Vehicle (Aseton1ml/150L) 7
(Aseton1ml/150L)

3.Grup: PER (10 ppm) 7 3.Grup: PER (10 ppm) 7
4.Grup: PER (20 ppm) 7 4.Grup: PER (20 ppm) 7

Kontrol grubu ve doz gruplarinda deney Oncesi ve sonrasi akvaryum su kalite
kriterlerinde [(sicaklik (12,4-12,7), pH (7,5-7,6), ¢oziinmiis O2 (7,2-7,5) ve sertlik
(142,2-143,7)] meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

Bu calisma ve analizler Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Akuatik Toksikoloji Akvaryum Sistemi Laboratuvarinda
gerceklestirilmigtir (Sekil.3.2).

Sekil 3.2. Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi.
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3.1.3 Doku materyallerin alinmasi

Deneyde her gruptan 7’ser baligin dokular1 (Karaciger ve solungag) diseksiyon
yontemiyle aliiminyum folyolara alinarak analiz edilinceye kadar -80°C°de muhafaza
edilmistir Antioksidan analiz i¢in solunga¢ ve karaciger doku pargalari alinarak

etiketlenmistir.
3.2 Yontem ve Analiz
3.2.1 Antioksidan enzim aktivite tayinleri

Elde edilen dokulardaki total protein miktar tayinlerinde Bradford Metodu (Kruger,
2009) uygulanmigtir. Total protein miktarlart hesaplandiktan sonra, solungag ve
karaciger doku homojenatlarinda MDA miktarinin belirlenmesi Beuge ve Aust
(1978) yontemine gore gerceklestirilmistir. Enzim aktivitelerinin ¢alisilabilmesi i¢in
hazirlanan doku homojenatlarindan elde edilen supernatanlarda ise CAT aktivitesi
Luck (1963), GSH-Px aktivitesi Lawrance ve Burk (1976) ve SOD enzim aktivitesi

ise McCord ve Frivovich (1969) metodlarina gore yapilmistir.
3.2.1.1 Katalaz aktivite tayini

Karaciger ve solungag stipernatan drneklerinde katalaz enziminin aktivite tayini Luck
yonteminde bazi modifikasyonlar yapilarak saptandi. Bu yontem igin gerekli olan

cozeltiler asagida verilmistir.

e 1/15 M Na-K fosfat tamponu (Na2HPO4-KH2PO4) pH 7.
e Derisik (% 35) H202 ¢ozeltisi

Hazirlanan Na-K-fosfat tamponunun 100 mL’sine, 160 pL derisik H2O2 ¢ozeltisi
pipetlendi. Olusan bu ¢ozeltiden 1000 pL alinip kor olarak kullanildi. Karaciger ve
solunga¢ dokularinda katalaz aktivitesini belirlemek i¢in yine ayni karisimdan 1000
pL alinip kuarz kiivete pipetlendi ve iizerine karaciger dokularinda 5 pL, solungag
dokularinda 20 pL, eklendi. Kiivet bir kez karistirthip Shimadzu UV-1601 UV/VIS
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda (30 sn. boyunca) absorbans degisimi
okundu. Elde edilen bu optik dansite farkindan mL’deki enzim tinite sayisi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.
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AODx1dkx1000
C = - (3.1)
0,036xuL supernatan

3.2.1.2 Se-Bagimh glutatyonperoksidaz aktivite tayini

Karaciger ve solunga¢ supernatan orneklerinde GSH-Px enziminin aktivitesi
Lawrence ve Burk yonteminde bazi modifikasyonlar yapilarak olgiildii. Bu yontem

icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

e mM EDTA iceren 50 mM K-fosfat tamponu (KH2PO4-K2HPO4) pH 7.0

e NaN3 (Sodyum azid) :1mM
e H0 :2.5mM
e NADPH :2mM
e GSH (Redikteglutatyon) :2mM
e GSSG Rediiktaz :5U/mL

Kor igin 1 mL tampon, 30 pL NADPH, 30 pL GSH, 30 pL NaNs ve 60 uL GSSG
rediiktaz cozeltileri kuarz kivete pipetlendi. 37 °C’de 5 dk. inkiibasyona birakilan
kivete 20 pL H2O> pipetlendi ve Shimadzu UV-1601 UV/VIS spektrofotometrede
340 nm dalga boyunda (1 dk. boyunca) absorbans degisimi okundu. Karaciger ve
solungac¢ dokular1 i¢in 10 pL siipernatan pipetlendikten sonra kor ornekteki gibi
inkiibasyona birakild1 ve 340 nm dalga boyundaki absorbans degisimi okundu. Elde
edilen bu optik dansite farkindan mL’deki enzim aktivite tayini asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi.
AOD

¢ = 6220/ml (32)

3.2.1.3 Superoksit dismutaz aktivite tayini

Karaciger ve solungag supernatan orneklerinde SOD enziminin aktivite tayini
McCord veFridovich’e. gore yapildi . Bu yontem ksantin-ksantinoksidaz (XO)
sisteminde uretilen stperoksit radikallerinin sitokrom C indirgemesinin, SOD enzimi
tarafindan inhibisyonu temeline dayanmaktadir. Bu yontemde 1 {inite SOD aktivitesi,

sitokrom C reduksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim miktar1 olarak
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tanimlanmaktadir. Enzim aktivite tayininde absorbans degisimi 550 nm’de 75 saniye

boyunca Sl¢iilmiistiir. Yontem icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

A) Fosfat tamponu . 216mM, pH 7.8

B) EDTA :10.7mM

C) Sitokrom C :1.1mM

D) Ksantin :0.108 mM

E) Ksantinoksidaz : 0.05 U/mL (2 M’lik (NH4)2SO4 ¢ozeltisi ile hazirlandi)

SOD enzim aktivitesinin tayininde kullanilacak olan reaksiyon karigimi/reaktif 30
ornek Ol¢iimii icin toplam hacim 100 mL olacak sekilde asagida belirtilen ¢ozelti

oranlar1 kullanilarak olusturuldu.

e Deiyonize su : 23mL
e A gOzeltisi : 25mL
e B ¢Ozeltisi :1ImL
e C cozeltisi :1mL
e D ¢Ozeltisi :50 ml

SOD enzim aktivitesinin tayininde Cizelge 3.2’de gosterilen oranlar kullanilarak

Olctim yapilmustir.

Cizelge 3.2. SOD aktivite tayininde kullanilan ¢6zelti miktarlari.

Kontrol Ornek Kor
Reaktif 2.8 mL 2.8 mL 2.8 mL
Deiyonize su 0.1 mL 0.2mL
E (Ksantinoksidaz) 0.1 mL 0.1 mL
Ornek siipernatan 0.1 mL

SOD aktivitesi sonucu Orneklerde olusan yiizde inhibisyon asagidaki formiil ile

hesaplandi.

%inhibisyon = (AkOr=A9mnel) 1 100 (3.3

A kor
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3.2.1.4 Lipit peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Karaciger ve solunga¢ homojenatlarinda lipit peroksidasyonunun en Onemli
gostergesi olan MDA dizeylerinin 6l¢cimi Buege ve Aust’a gore yapildi . Bu yéntem

icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

o % 15°1ik Trikloroasetik asit (TCA) c¢ozeltisi : 1 hacim
e % 0.375’lik Tiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi  : 1 hacim
e 0.25 N’likHCI ¢ozeltisi : 1 hacim

Yukaridaki 1ii¢ c¢ozeltinin belirtilen hacim oranlarinin  karistirilmasiyla  lipid

peroksidasyonu analizinde kullanilacak ¢ozelti hazirlandi.

Karaciger ve solunga¢ homojenatlarinda MDA seviyelerinin tayini asagida

verilmistir.

e 10 mL’liksantrifiij tiiplerine hazirlanan ¢6zeltiden 4 mLpipetlendi.

e Ornek tiiplerine 1 mL homojenat pipetlendi.

e Tipler vortekslendi.

e Ornekler kaynar suda (95-100 °C) 15 dk. inkiibe edildi.

e Ornekler bir stire oda sicakliginda bekletildikten sonra su igerisinde sogutuldu ve
3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

e Siipernatanlarin 535 nm dalga boyundaki absorbanslar1 Shimadzu UV-1601
UV/VIS spektrofotometre ile okundu.

MDA miktarlar1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. MDA-TBA kompleksi

icin molarabsorbans katsayist; €: 1.56 x 10° Mt cm'?

oD Toplam Hacim
C = X — _ (3.4)
1,56 x 105~ Ornek Hacmi

3.2.2 istatistiksel analiz

Arastirma sonunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi gruplarin doz ve zamana
gore karsilastirilmasi 24.0 SPSS paket programinda ¢ift yonll varyans analizi (two-

way ANOVA) modeli uygulanarak elde edilmistir (p<0,05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismamizda PER’in iki farkli dozuna (10 ppm ve 20 ppm) iki farkl siirede (4
giin ve 21 giin) maruz kalmis sazan baliklarinin antioksidan parametrelerinde

meydana gelen degisiklikler arastirilmistir.
4.1 Malondialdehit Bulgular:

PER ile indiiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solunga¢ dokularinda, 4 ve 21
gun surelerde MDA seviyeleri kontrol grubuna gére Perl0 ppm ve Per20 ppm doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0.05). Kontrol
aseton doz grubu ile kontrol grubu MDA seviyeleri bakimindan benzer bulunmustur
(p>0.05). Siireler aras1 karsilastirmada ise karaciger dokuda hem Per10 hemde Per20
doz grubunda artan MDA seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05) (Cizelge 4.1., Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli doz gruplarinda (Per10 ppm ve Per20 ppm) ve surelerde (4 ve 21
giin) MDA ’ya maruz kalmig Cyprinus carpio’nun solungag ve karaciger

verileri.

MDA (nmol/ml)
Gruplar Karaciger Solungag

4 gln 21 gln 4 gln 21 gun
Kontrol

6214058 |6.21+058° |8.10+039y  |8-16%0.39"
Aseton

6.81+0.67° 6.81+0.67° |8.30+0.46Y 8.30+0.46Y
Per10

11.38+0.72% |13.80+0.63%"|13.10+£0,72* |14.10+0.56*
Per20

11.82+0.64% |14.70+0.48%°|14.20+0.84* |14.80+0.72*

[a.b.]: karaciger dokuda [x.y.]: solunga¢c dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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MDA (nmol/mL)

i Kontrol

H Aseton

i Perm10

20.00 - 1 Perm20
16.00
12.00
8.00
4.00
0.00

4 gln 21 gln 4 gln 21 gln
Karaciger Solungag

[a.b.]: karaciger dokuda [X.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.1. PER’in sazan baliklarmin (Cyprinus carpio L. 1758) karaciger ve solunga¢
dokuda malondialdehit (MDA) seviyeleri Uzerine etkileri.

4.2 Superoksit Dismutaz Bulgular:

PER ile indiiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solungac¢ dokularinda, 4 ve 21
glin surelerde SOD aktiviteleri kontrol grubuna gdére Per10 ppm ve Per20 ppm doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig gostermistir (p<0.05). Kontrol
aseton doz grubu ile kontrol grubu SOD aktiviteleri bakimindan benzer bulunmustur
(p>0.05). Stireler arasi karsilastirmada ise ise her iki dokuda ve tiim doz gruplari

arasinda istatistiksel bir fark yoktur (p>0.05) (Cizelge 4.2., Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli doz gruplarinda (Per10 ppm ve Per20 ppm) ve surelerde (4 ve 21
giin) SOD’ya maruz kalmis Cyprinus carpio’ nun solunga¢ ve karaciger

verileri.

SOD (U/mg protein)

Gruplar Karaciger Solungag

4 gun 21 gln 4 gln 21 gln
Kontrol 8.10£0.74% |8.10£0.74* |8.50+0.46Y |8.50+0.46
Aseton 8.03+0.99° |8.03+0.99° |8.80+0.34Y |8.80+0.34
Perl0 6.20£0.43" |5.90+0.45" |10.80+0.69* |10.60+0.43*
Per20 5.80+0.51" [6.00£0.63" |12.10+0.74% |11.20+0.67

[a.b.]: karaciger dokuda [X.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

SOD (U/mg protein)

16.00 -

u Kontrol
H Aseton
X X

12.00 - ~ T i Perm10

¥ 4 Perm20
8.00
4.00
0.00

4 gln 21 gin 4 giin 21 gin
Karaciger Solungag

[a.b.]: karaciger dokuda [x.y.]: solunga¢c dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.2. PER’in sazan baliklarinin (Cyprinus carpio L. 1758) karaciger ve
solunga¢ dokuda superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri Gizerine etkileri.
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4.4 Katalaz Bulgulari

PER ile indiiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solunga¢ dokularinda, 4 ve 21
gun surelerde CAT aktiviteleri kontrol grubuna gére Perl10 ve Per20 doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0.05). Kontrol aseton doz
grubu ile kontrol grubu CAT aktiviteleri bakimindan benzer bulunmustur (p>0.05).
Stireler arasi karsilastirmada ise karaciger dokuda perl0 ve per20 doz gruplarinda
subkronik surede CAT aktivitelerindeki azalis istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.3., Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli doz gruplarinda (Per10 ppm ve Per20 ppm) ve strelerde (4 ve 21
giin) CAT’a maruz kalmis Cyprinus carpio’ nun solunga¢ ve karaciger

verileri.

CAT (U/mg protein)
Gruplar Karaciger Solungag

4 gln 21 gun 4 gln 21 gun
Kontrol

165.30+2,11° |165.30+2.11% |22.40+1.03Y |22:40£1.03
Aseton

167.70+2.86% |167.70+2.86% |23.90+1.447Y |23.90+1.44Y
Perl0 .

142.20+3.66"" [106.70+3.87° [26.90+0.67* |27.10+0.54*
Per20 .

114.80+5.30°" | 108.30+3.21° |30.00+1.80* [32.70+0.70%

[a.b.c.]: karaciger dokuda [x.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

29



CAT (U/mg protein)

16000 41 ey i Kontrol
140'00 i Aseton

' M Perm10
120.00

1 Perm20
100.00

80.00
60.00
40.00
20.00

0.00

4 gln 21 gun 4 gin 21 gln

Karaciger Solungac

[a.b.c.]: karaciger dokuda [x.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* siireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.3. PER’in sazan baliklarinin (Cyprinus carpio L. 1758) karaciger ve solungac
dokuda katalaz (CAT) aktiviteleri tizerine etkileri.

4.5 Glutatyon Peroksidaz Bulgular

PER ile indiiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solunga¢ dokularinda, 4 ve 21
gun surelerde GSH-Px aktiviteleri kontrol grubuna gore Perl0 ppm ve Per20 ppm
doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gdstermistir (p<0.05).
Kontrol aseton doz grubu ile kontrol grubu GSH-Px aktiviteleri bakimindan benzer
bulunmustur (p>0.05). Siireler arasi karsilastirmada ise her iki dokuda ve tiim doz
gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir

(p>0.05) (Cizelge 4.4., Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. Farkli doz gruplarinda (Per10 ppm ve Per20 ppm) ve surelerde (4 ve 21
gin) GSH-Px’za maruz kalmig Cyprinus carpio’nun solunga¢ ve
karaciger verileri.

GSH-Px (U/mg protein)
Gruplar Karaciger Solungag

4 gin 21 days 4 gun 21 days
Kontrol 11.40+1.072 11.40+1.072 12.00+0.92Y [12.04+0.92Y
Aseton 10.80+1.25° 10.90+1.25° 12.80+0.85Y |12.80+0.85Y
Perl10 6.30+0.86" 6.80+0.43° 15.2+0.70% 15.60+0.54*
Per20 5.90+0.45° 6.00+0.36° 15.80+0.51¢ [16.1+0.60*

[a.b.]: karaciger dokuda [X.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

GSH-Px (U/mg protein)

20.00 - i Kontrol
X i Aseton
16.00 10

M Perm10

12.00 1 i Perm20
8.00
4.00
0.00

4 gin 21 gun 4 gun 21 gun
Karaciger Solungag

[a.b.]: karaciger dokuda [x.y.]: solunga¢ dokuda gruplar arasi istatistiksel farki gostermektedir (n:7);
* stireler arast istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.4. PER’in sazan baliklarinin (Cyprinus carpio L. 1758) karaciger ve

solunga¢ dokuda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri Uzerine
etkileri.

31



5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu giin bir ¢ok kimyasal madde ve pestisitlerin sucul canlilarda yiiksek diizeyde
oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir (Monteiro vd., 2006). MDA, lipit
peroksidasyonun gostergelerindendir. Degisik balik tiirlerinin pestisit uygulamasi ile
yapilan ¢alismalarda farkli doz ve siirelere bagl olarak MDA diizeylerinde artiglar

oldugu rapor edilmistir (Slaninova vd., 2009).

Orug vd. (2004), tatlisu ¢ipurasinda (Oreochromis niloticus) ve sazanlarla (Cyprinus
carpio) yaptiklar1 c¢alismalarinda her iki balik tiirline 96 saat boyunca 2,4-D ve
azinphosmethyl uygulayarak farkli dokulardaki enzim aktivitelerini arastirmislar.
Deneme siiresi sonunda her iki balik tlirtinde enzim aktivitelerinde artis
gozlediklerini, oOzellikle sazanlarin solungaclarinda SOD aktivitesinin, bobrek
dokularinda ise katalaz ve GSH-PX enzimlerinin artig gosterdiklerini bildirmislerdir.
Tatlisu ¢ipurasinda ise beyin dokularinda katalaz aktivitesinin degismedigini fakat
GSH-Px’de artis oldugunu kaydetmislerdir. Yine GST enzim aktivitesinin her iki
tirde biitiin dokularda arttigini, MDA (molondialdehit) seviyelerinde herhangi bir
degisim olmadigim1 ifade etmislerdir. Ayni kimyasallarla yaptiklar1 bir baska
calismada ise belirli dozlarda karistirdiklar1 (27 ppm 2,4-D+ 0,003 ppm azinphos
metil) kimyasallart 24, 48, 72 ve 96 saatlik peryotlarla uygulayarak O. niloticus
hepatik antioksidan enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon seviyelerini
arastirmiglardir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve glutatyon reduktaz (GR)
aktivitelerinde kontrol grubuna nazaran yiiksek bir artisin oldugunu, MDA
seviyesinin degismedigi bildirilmistir (Orug ve Uner, 2000). Sayeed vd. (2003), yesil
yilanbas (Channa punctatus) baliklari ile yaptiklari ¢aligmalarinda 48 saat boyunca
deltametrinin tek dozajimi (0,75 pg/L) wuygulayarak karaciger ve bobrek
dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerini arastirmislardir. Deltametrinin tiim
calisma dokularinda katalaz aktivitesini artirdigini, lipid peroksidasyonunu
indiikledigini bildirmislerdir. Nil tilapiyasi (Oreochromis niloticus) yapilan bir
caligmada, baliklar farkli konsantrasyon (0,3 ve 0,6 mg/L) ve siirelerde (7, 14 ve 21
gun) oxyfluorfena maruz birakilarak CAT, SOD, GR VE GST aktivitelerine bakilmig
tim calisma gruplarinda artis oldugu bildirilmistir (Peixoto vd., 2006). Sazan
yavrular1 (C. carpio) ile yapilan bir ¢alismada Sepici vd. (2009), cyfluthrinin subletal

dozajina (10 ug/L) 48 saat boyunca baliklar1 maruz birakmislar ve C. carpio’ nun

32



beyin dokusunda MDA diizeyinin arttigin1 kaydetmiglerdir. Propiconazole (PCZ) ile
yapilan bir ¢alismada, gokkusagi alabaliklar: (O. mykiss) farkli siirelerde (7, 20 ve 30
giin) ve sublethal konsantrsayonlarda (0,2, 50 ve 500 pg/l) ad1 gecen fungusite maruz
birakilmis, oksidatif stres gostergeleri (LPO ve ROS) ve antioksidan (SOD, CAT,
GR ve GSH-Px) enzim aktivitelerine bakilmis, yedi giinliikk ¢calismada antioksidan
savunma sistemi bu etkiye adaptasyonla cevap vermis, 20 ve 30 giinliik siirelerde
oksidatif stresin gostergelerinin yuksek seviyeleri ile antioksidan enzimlerde
inhibisyon gortilmustir. Uzun sireli muamelelerin ise ciddi oksidatif hasara yol
actig1 bildirilmistir (Li vd., 2010). Figueiredo-Fernandes vd. (2006), Nil tilapiyas1
(O. niloticus) ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, farkli sicakliklarda (17 ve 27°C) tek doz
(0,5 mg L-1) uyguladiklar1 paraquatin (PQ) antioksidan enzimler {izerindeki etkisine
bakmislar ve adi gecen herbisitin SOD, GST ve GR aktivitelerinde artisa sebep
oldugunu kaydetmislerdir. Avrupa yilan baligi (Anguilla anguilla) ile yapilan bir
calismada, baliklar 96 saat boyunca DDVP (2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate)’
nin sublethal dozuna maruz birakmislar ve deneme siiresi sonunda GR aktivitesinde
artts oldugunu bildirmislerdir (Pena-Llopis vd., 2003). Kizilgéz (Rutilus rutilus) ile
yapilan bir ¢alismada, farkli siirelerde uygulanan diazonin CAT aktivitesi iizerine
etkisine bakilmis, 24. saatte CAT aktivitesinin artis1 adaptasyon olarak belirtilmis, 48
ve 96. saatlerde ise CAT aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir (Keramati vd.,
2010). Aymi kimyasalla aynali sazanlarda (C. carpio) Oru¢ ve Usta (2007)
calismiglar ve farkl siirelerde (15 ve 30 giin) kullandiklar1 insektisitin ¢esitli
dokulardaki antioksidan enzim aktiviteleri Uzerinde etkili oldugunu, SOD, CAT ve
GSH-Px aktiviteleri ve MDA seviyesinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir.
Diazoninin uygulandigi baska bir ¢aligmada ise, O.niloticus farkli peryotlarda (1, 7,
15 ve 30 giin) adi gegen kimyasala maruz birakilmis, deneme siiresi sonunda SOD,
CAT ve GPx aktiviteleri ile MDA seviyesinde artis oldugu bildirilmistir. (Durmaz
vd., 2005). Parves ve Raisuddin (2006), deltametrine maruz biraktiklar1 C.
punctatu’nun enzimatik olmayan antioksidan yapilarinin etkilendigini ve glutatyon
miktarinda azalmalar oldugunu kaydetmislerdir. Dorval ve Hontela (2003), yaptiklar
caligmalarinda, bir orgonoklorlu pestisit olan endosulfanin farkli seviyelerdeki
uygulama dozlarmin O. mykiss enzim aktivitelerine bakmuiglar, bu pestisitin CAT,

GST ve GSH-Px aktiviteleri ile MDA seviyesini yiikselttigini bildirmislerdir.
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Endosulfan+chlorpyrifos insektisitlerine maruz kalan Labeo rohita baliklarinda
solunga¢ ve karaciger SOD aktivitesinde control grubuna gore bir artisa neden
oldugu rapor edilmistir (Naz vd., 2019). Chlorpyrifos tarafindan indiklenen oksidatif
stres altinda artan SOD aktivitesi, siperoksit radikallerinin hidrojen peroksite
doniismesinden ve CAT tarafindan da oksijene ve suya doniistiiriilmesinden
kaynaklaniyor olabilir (Sanchez vd., 2005). SOD ayni zamanda, oksi-radikallerle bas
etmede 6nemli bir rol oynayan ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS) éldurdic etkilerine
kars1 temel bir savunmay1 iceren ilk énemli bir antioksidan enzimdir (Kohen ve
Nyska, 2002). Orug¢ (2010) ayrica Klorpirifos'a maruz kalan baliklarda SOD
aktivitesinde Onemli artis oldugunu bildirmistir. Kumar vd. (2011), Oreochromis
mossambicus'un brons ve hepatik dokusunda, endosiilfan'a akut maruziyetten sonra

SOD aktivitesi artmis oldugunu galismalarinda bildirmislerdir.

Deneyde, PER maruziyeti sonucu, doz ve siireye bagl olarak solungag ve karaciger
dokularindaki MDA artis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Doku
hasarinin bir gostergesi olan MDA seviyelerindeki artisin PER indiiklemesi sonucu
balikta artmis reaktif oksijen tiirevlerinden (ROS) kaynaklanmaktadir. Ayrica ROS
oksidatif stresin hiicre apoptozunun tetikleyicileri oldugu gosterilmistir (Shen ve Liu,

2006).

Bizim c¢alismamizda da literatiirlerde belirtilen sonuglara benzer sekilde kontrol
grubuna gore PER ile indiiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solungag
dokularinda, 4 ve 21 giin siirelerde SOD aktiviteleri Per10 ve Per20 doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<<0.05).

Endosulfan+chlorpyrifos insektisitlerine maruz kalan Labeo rohita baliklarinda
solunga¢ ve karaciger CAT aktivitesinde kontrol grubuna gore bir artisa neden
oldugu rapor edilmistir (Naz vd., 2019). Artan CAT seviyesi, insektisitlere maruz
kalma ile tiretilen hiicreden ROS'un ¢ikarilmasina bagh olabilir (Stara vd., 2012).
Sazan karacigerindeki CAT aktivitesi, endosulfan varliginda 6nemli 6lgiide artmistir
(Salvo vd., 2012). Calismamizda solungag ve karaciger dokularinda permethrinin her
iki doz grubunda da (10 ve 20 ppm) CAT diizeylerinde anlaml bir artislar literatiir
bilgisiyle uyumludur. Antioksidan ¢alismalarda siiperoksit anyonunun H>02’ye

dontismesini katalize eden SOD ve H202’nin su ve oksijene doniisiimiinii katalize
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eden CAT, toksikolojik etkilere karsi ilk savunma hattidir ve bu enzimler

biyobelirtecler olarak kullanilir (Pandey vd., 2003).

Naz vd. (2019) Endosulfan+chlorpyrifos insektisitlerine maruz kalan Labeo rohita
baliklarinda solungag ve karaciger lipid peroksidasyon aktivitesinde control grubuna
gore bir artisa neden oldugu rapor edilmistir. Karacigerdeki daha yiksek lipid
peroksidasyon aktivitesi, toksik maddelerinde toksifikasyonundaki roliine bagl
olabilir. Toksik maddelerin biyotransformasyonu sirasinda ROS {iretimi, oksidasyon
yoluyla hiicreye zarar verebilir (Van der Oost vd., 2003). Artan lipid peroksidasyon
aktivitesinin, hidrojenperoksiti doniistiirerek ROS'u stiplirmesi beklenebilir (Hinton
vd., 2008). 4-D+azinfosmetil karigimma maruz kalan tilapinin karacigerinde
peroksidaz aktivitesindeki degisiklikler Orug ve Uner (2000) tarafindan bildirilmistir.
Akut endosiilfan konsantrasyonuna maruz kalan L.rohita'nin solungag, beyin,
karaciger ve kasinda peroksidaz aktivitesinde sureye 6zgii bir artis goézlemislerdir
(Ullah vd., 2016).

Firat ve Aytekin (2018), thiamethoxamin toksik etkilerini, Nil tilapyasi Oreochromis
niloticus’ta oksidatif stres parametreleri ile arastirmislar, baliklar1 4 ve 14 glnlik
sirelerle 60 ve 120 mg/L thiamethoxam etkisinde solunga¢ ve bagirsak
dokularindaki CAT ve SOD aktiviteleri ile GSH ve MDA seviyeleri belirlemislerdir.
Thiamethoxamin etkisinde 6zellikle de yiiksek ortam derisiminde CAT aktivitesinde
solungac ve bagirsak dokularinda 4 giinliik slire sonunda anlamli bir artis; 14 giinliik
slire sonunda ise solunga¢ dokusunda anlamli bir azalis belirtmislerdir (P<0.05).
SOD aktivitesi solungagta her iki etki siiresi sonunda insektisidin diisiik ve yiiksek
ortam derisimlerinde; bagirsakta ise 14 giinliik siire sonunda ve yiiksek ortam
derisiminde artis gosterdigini ¢alismalarinda bildirmislerdir (P<0.05). GSH diizeyi
Ozellikle de 120 mg/L thiametoxam etkisinde her iki dokuda da 4 glnlik sire
sonunda anlamli bir artig; 14 gilinliik siire sonunda ise 6nemli bir azalig gosterdigini
vurgulamiglardir (P<0.05). Solunga¢ ve bagirsak dokularindaki MDA diizeyi ise, 14
ginlik sure sonunda  yiiksek ortam derisiminde Onemli diizeyde arttigini
vurgulamiglardir (P<0.05). Calismalarinda thiametoxamin 6zellikle de yiiksek ortam

dersiminde O. niloticus’ta oksidatif strese neden oldugunu gostermislerdir.

Ozok (2020) ¢alismalarinin sonuglarma gore, SOD (48, 72 ve 96. saatlerde) ve CAT
ve belirtmislerdir (P<0.05). (24,48,72 ve 96. saatlerde) enzim aktivitelerindeki
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azalma cypermethrin'e maruziyet ile anlamliydi (p<0.05). Ayrica LPO'nun
gostergesi olan MDA diizeylerindeki artis anlamli bulunmustur (p <0.05). Bununla
birlikte, cypermethrin’e maruz kalan 24 saatlik periyotta, kontrol grubuna gore
bobrek ve beyinde SOD aktivitesinde anlamli artis saptamiglardir (p <0.05).
Yukaridaki ¢alismalarda belirtilen sonuglara benzer sekilde bizim ¢alismamizda da
PER ile indiklenmis sazan baliklarinin karaciger ve solunga¢ dokularinda, 4 ve 21
gun surelerde GSH-Px aktiviteleri kontrol grubuna goére Perl0 ve Per20 doz

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0.05).

Parlak vd. (2018) Alfa-sipermetrinin, gokkusagi alabaliklari Uzerindeki toksik
etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda pestisitin 3 farkli konsantrasyonuna maruz
birakmiglar ve 96 saatlik akut uygulama siiresinde baliklardan 0, 24, 48 ve 96
saatlerde solunga¢ dokusunda antioksidan enzim aktivitesi 6lcumleri yapmislardir.
Elde ettikleri sonuglarinda SOD, CAT, GPx ve MDA seviyelerinde ¢ok onemli
Olciide artis belirlenmistir (P>0,1). Sonuglar dogrultusunda, canlida savunma
mekanizmasi olan antioksidanlarin, pestisitin toksik etkisine kars1 diren¢ gosterdigini

ifade etmislerdir.

Yukaridaki birgok 6rnek calismalardanda anlasilacagi lizere bizim c¢alismamizdaki
PER maruziyeti karaciger ve solunga¢ dokudaki MDA, SOD, CAT ve GSH-Px
seviyelerinde artisa neden olmustur ki bu sonug¢ pestisitlerle yapilan diger
caligmalardaki antioksidan enzim aktivitelerindeki artigla sonuglanan bulgularla

desteklenmektedir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda; pestisitlerin sucul organizmalarin antioksidan
savunma sisteminde birtakim degisikliklere ve bunun sonucunda hiicresel dizeyde
hasarlara sebep oldugu goriilmektedir. Sonug olarak g¢alismamizin tim antioksidan
verilerini degerlendirdigimizde; PER’in siireye ve doza bagl olarak Cyprinus carpio

baliginda toksik etki gostermistir.
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6. ONERILER

Bugln diinyadaki g¢evresel kirliligin en 6nemli kaynaklarindan biri olan pestisitler
sucul ekosistemlerdeki canlilar i¢inde ciddi bir tehlikedir. Suya karigan pestisitler
baliklar tarafindan solungaglar ve deri yoluyla ya da dogrudan gida yoluyla biinyeye
alinmakta ve viicutta kolaylikla biriktirilmektedirler. Bunun sonucu olarak baliklarda
dogrudan Sliimle sonuglanan etkiler ortaya ¢ikabildigi gibi zamanla ortaya ¢ikan ve
bliylime, tireme ve davraniglar gibi balik fizyolojisini etkileyen ¢esitli zararli etkiler
de goriilebilmektedir. Diger yandan baliklar i¢erdikleri protein ve yag bakimindan
onemli gida kaynaklaridir ve besin olarak tliketilmeleri sonucunda besin zincirinin
daha iist basamaklarinda bulunan hayvanlara ve en iistiinde bulunan insanlara kadar

bu kirleticileri tasiyabilmektedirler.

Tez ¢aligmalart ve analizleri yapilarak hematolojik, immiinolojik ve biyokimyasal
kan parametre sonuglar1 degerlendirilerek, kirleticilerin balik yapisinda olusturdugu
etkileri miimkiin oldugunca bilmek ve 6nemsemek gerekir. Bu durum ekosistemin

gelecegi ve siirdiiriilebilirligi yoniinden 6nem tagimaktadir.

Pestisitlerin neden oldugu doku hasarlarin1 belirlemek amaciyla histopatolojik
caligmalarin yaninda molekiiler ¢alismalarinda yapilmas: faydali olabilir. Sucul
canlilar lizerine kirleticilerin etkilerinin arastirilmasi ve g¢evresel izleme caligmalari

i¢in incelenen kan parametreleri yaninda biyomarkirlarinda belirlenmesi 6nerilir.

Deneysel ortamda balik fizyolojisi iizerine pestisitlerin etkisi arastirilirken calisilan
kan parametreleri ve pestisit birikimlerinin dogal ortaminda da yaygin bir sekilde

incelenerek dogal ortam ile deneysel sartlar arasinda baglanti kurulmasi 6nerilir.

Bu dogrultuda Tiirkiye’deki ve Diinya’daki tarimsal faaliyetlerde yaygin bir sekilde
kullanilan permethrin pestisitinin yiiksek besin degerine sahip olan sucul canlilar
tizerindeki etkilerinin daha ¢ok arastirilmasi ve etkilerinin ortaya konmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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