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OZET

Bu ¢alismada, pestisit ve endokrin bozucu bir mikro kirletici olan triklorfona maruz
birakilan G. pulex’in antioksidan yanitlarinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Calismamizda kullanilan canli materyal G. pulex &rnekleri, Munzur Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda kiiltiire alinmis canlilardan temin edildi. Farkli
konsantrasyonlara sahip ve 24 ve 96 saatlik uygulama siiresinde triklorfon uygulanan {i¢ ayr
grup (A, B, C) ve kontrol grubunda enzimatik aktivitelerden asetilkolinesteraz (AChE),
sitokrom P450 (CYP1ALl) ile glutatyon S-transferaz (GST) seviyelerindeki degisimler izlendi.
Sézkonusu biyokimyasal biyobelirtegler, ELISA metodu kullanilarak mikroplate okuyucuda
olgiildii.

AChE enzim aktivitesini kontrol ile kiyasladigimizda 24 saatlik uygulama siiresinde
tim gruplarda artt1 (p>0.05), 96 saatlik uygulama siiresinde ise azald1 (p<0.05). Maruz kalma
stireleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda sadece 96 saatlik uygulamanin sonunda A ve B
gruplarindaki azalis anlamli olarak bulundu (p<0.05). CYP1A1 enzim aktivitesi kontrol ile
kiyaslandiginda her iki uygulama siiresinde de tim gruplarda azaldi (p>0.05). GST enzim
aktivitesi kontrol ile kiyaslandiginda her iki grupta da 24 ve 96 saatlik uygulama siireleri
sonrasinda artt1 (p<0.05).

Triklorfona karsi G. pulex dokularinda AChE, CYP1A1 ve GST enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisikliklere bakildiginda bu enzimlerin yararli birer biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ayrica, G. pulex’in su kalitesi agisindan triklorfon
kirliligini yansitacak etkili bir biyoindikatér oldugu da kanmitlandi. Biyokimyasal
biyobelirteglerin  farkli sonuglari, olast metabolik siireclerin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir ve G. pulex’in biyokimyasal tepkisi, daha ¢ok tarimsal alanlardan yiizey
sularma karigan triklorfon kirliliginin  gevresel sonuglarmi  biiyiikk Olglide ortaya
koyabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: G. pulex, triklorfon, akut toksisite, antioksidan yanit



ABSTRACT

Investigation of Antioxidant Response in Gammurus pulex Exposed to Trichlorfon

In this study, it was aimed to investigate antioxidant responses of G. pulex exposed to
a pesticide and endocrine disrupting substance trichlorfon.

G. pulex samples of live material used in our study were obtained from living
organisms in Munzur University Fisheries Faculty Research Laboratory. Acetylcholinesterase
(AChE), cytochrome P450 (CYP1A1l) and glutathione S-transferase (GST) enzyme activities
were determined in three different groups (A, B, C) and trichlorfon treated groups at different
concentrations and during 24 and 96 hours of application. Biochemical biomarkers were
measured in a microplate reader using the ELISA method.

When we compared AChE enzyme activity with control, it increased in all groups
after 24 hours (p>0.05) and decreased in 96 hours (p<0.05). When the exposure times were
statistically compared, the decrease in the A and B groups was found to be significant only at
the end of the 96-hour period (p<0.05). CYP1ALl enzyme activity decreased in all groups
compared to control group (p>0.05). GST enzyme activity was increased in both groups after
24 and 96 hours of application compared to control (p<0.05).

When we look at the changes in AChE, CYP1Al and GST enzyme activities in G.
pulex tissues against trichlorfon, it was concluded that these enzymes can be used as useful
biomarkers. It has also been proven that G. pulex is an effective bioindicator that reflect
trichlorfon pollution in terms of water quality. The different results of biochemical
biomarkers can be evaluated as a marker of possible metabolic processes, and the biochemical
response of G. pulex can reveal to some extent the environmental consequences of trichlorfon
pollution interfering with surface waters from agricultural areas.

Keywords: G. pulex, trichlorfon, acute toxicity, antioxidant response
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1. GIRIS

Giiniimiizde niifus artisina bagli olarak dengeli besin iiretimini arttirmak amaciyla
tarimsal faaliyetler de artmistir. Tarimsal alanlarda biiyiik problemlere yol acan zararlilarla
miicadele giderek 6nem kazanmaktadir. Pestisitler, diinya iizerinde {iriin artisin1 saglamak
amaciyla zararlilarla miicadele igin kullanilan kimyasal maddelerdir (Vural, 1984). Bu
kimyasallarin kullanim1 faydali olmakla birlikte, insanlar ve diger hayvanlar {izerinde
potansiyel olarak toksik etkiye sahiptirler. Bu sebeple, pestisit maruziyetinin ardindan toksik

mekanizmalar {izerinde durmak olduk¢a 6nem arz etmektedir (Catalgol ve ark., 2013).

Zirai alanlarda kullanilan pestisitler, yiizey sularna karigarak sucul ekosistemlere
ulagsmakta ve sucul organizmalar {lizerinde ¢ogu zaman 6liimle sonuglanan ¢ok ciddi zararlara
neden olmaktadirlar. Besin ve su yoluyla sucul organizmalarin biinyesine katilan toksik
maddeler, ortamda bulundugu konsantrasyona bagli olarak tiirler arasinda yada ayni tiiriin
farkli bireylerinde, farkli oranlarda birikebilmekte ve toksisiteye neden olabilmektedir.
Lipofilik 6zellige sahip olan pestisitler, hiicre zarindan kolayca gegebilmektedir. Bu nedenle
de pestisitlerin sucul organizmalarin biinyesine katilmasi, dokularda birikime ugramasi ve

doku metabolizmasinda zarara neden olmasi kolay olmaktadir (Tutus, 2016).

Zararlilar1 ve bocekleri yok eden ve en ¢ok kullanilan kimyasal maddeler
organofosfat (OP) bilesikleridir. Son yillarda yiizden fazla farkli OP bilesigi sentezlenmistir.
Veterinerlik uygulamalari, ilag sanayii, bahge, tarim ve konutlarda tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kwong, 2002). Pestisitler arasinda en ¢ok OP’larin kullanimlar1 nedeniyle,
toksisitelerine dikkat edilmesi gerekmektedir (Sharbidre ve ark., 2011). OP’l1 insektisitlerin
toksik etkileri "kolinesteraz inhibitorleri" olarak goriilir. Noromiiskiiler kavsaklarda ve
kolinerjik sinapslarda asetilkolin (ACh)’i hidroliz eden asetilkolinesteraz (AChE)’lar1 inhibe
etme Ozelligindedirler (Amitai ve ark., 1998). Inhibisyon, OP’l1 insektisit ile aktif enzim
bolgesi arasinda kovalent bag olusturulmast neticesinde norotransmitterin  dogal
katabolizmasinin engellenmesiyle olusur (Barr ve Needham, 2002). Bu inhibisyonla birlikte
sinapslarda ACh’nin asirt birikimi neticesinde, muskarinik ve nikotinik reseptorlerin
aktivasyonlar artar ve kolinerjik sistem siirekli olarak uyarilir (Hazarika ve ark., 2003). Sinir
ve kas liflerinin fazla uyarilmasi da tetani, felg ve sonugta 6liime sebebiyet verebilir (Kirby ve

ark., 2000). AChE inhibisyonu sonucunda serbest radikallelerin birikimini baslatan lipid



peroksidasyonu (LPO) ve dolayisiyla da hiicre hasar1 baslar (Slaninova ve ark., 2009). Bu
sebeple de beyin AChE aktivitesinin inhibisyonu, karasal ve sucul organizmalarda OP'lara
maruziyetin tanilanmasi i¢in en fazla kullanilan biyobelirteg olmustur. OP’l1 pestisitlerin
hedef organizmaya karsi segiciligi yok denecek kadar azdir ve bu nedenle aslinda hedef
olmayan c¢ogu canliya karsi yiiksek derecede akut toksisiteye sahiptirler. Dolayisiyla,
ekosistemdeki birgok canlinin, OP’l1 bilesiklerin etkisiyle olusabilecek zehirlenme riski
oldukga yiiksektir (Fulton ve Key, 2001).

1.1.  Triklorfon
Triklorfon, C4HgCl304P kimyasal formiiliine sahip (Sekil 1.1), OP’l1 bir pestisittir. En

¢ok kullanilan bilesiklerden biri olan triklorfon orta derecede toksiktir. Normal kullanim
kosullarinda ¢ok hizli bir sekilde diklorvos formuna hidrolize olur. Diklorvos ¢ok daha
toksiktir ve balik, yenge¢ ve karides gibi hedef dis1 organizmalar i¢in potansiyel bir tehdittir
(Traves-Brown, 2000; Chang, 2006; Guimaraes vd., 2007).

O Cl_Cl
~P

HiCO

Sekil 1.1. Triklorfon formiilii (Wikipedia)

Memeli viicudunda yavas salinimli bir diklorvos kaynagi olan genis spektrumlu bir
organofosfor insektisiti olan triklorfon'un insan sagligi ve c¢evre {izerindeki risklerini
degerlendirir. 1950'lerden beri pazarlanan triklorfon, tarla ve meyve mahsullerini korumak,
orman bdceklerini kontrol etmek ve evcil ve ¢iftlik hayvanlarinda i¢ ve dis parazitleri kontrol
etmek i¢in kullanilir. Metrifonat olarak formiile edilen triklorfon, milyonlarca hastada
Schistosoma haematobium'un farmakolojik tedavisi i¢in de kullanilmistir. Bilesik Alzheimer

hastalig1 i¢in bir tedavi olarak arastirilmaktadir.



1.2.  Endokrin Bozucu Maddeler

Endokrin sistem fonksiyonlarini etkileyerek organizmada ve nesillerinde negatif saglik
etkileri meydana getiren ekzojen madde veya madde karisimlarina endokrin bozucular denir
(Solecki ve ark., 2017).

Bir¢ok endokrin bozucu lipid (steroid hormonlar) veya aminoasit tiirevi hormonlar
(tiroid hormonlar) ile etkilesimde olup, protein/peptid yapida hormonlarin sentez ve
uyarilarini da etkileyebilirler. Endokrin bozucularin etkileri daha ¢ok steroid hormonlar veya
peptit/protein yapisindaki hormonlar tizerinde goriliir (Moral ve ark., 2007; Jenkins ve ark.,
2009; Kortenkamp ve ark., 2011).

1.3. Biyoindikatorler

Cevre kirliligine yol agan kimyasallarin toksik etkileri nedeniyle, bir¢ok canlida
olumsuz saglik etkileri goriilmeye baslamistir. Bu yilizden de giiniimiizde, biyoindikator canli
kullanilarak yapilan biyoizleme ¢alismalarinin sayis1 artmistir. Biyoindikator canlilar
kullanilarak yapilan biyoizleme c¢alismalari, toksik maddeleri biinyelerinde biriktiren
“biyoindikatér” veya ‘“biyomonitor” canlilar iizerine odaklanmistir. Ekolojik dengenin
bozulmasina neden olan her etki, ortamdaki canlilar icin bir uyar1 niteligi tasimaktadir. Canli
organizmalar da dogasi geregi bu uyarilar karsisinda cevap verir. Biyolojik yontemlerin
kullanim1 canli organizmalarin bu 6zellikleri sayesinde ortaya ¢ikmig, boylece ¢evre kalitesini
belirleme ve izleme imkani dogmustur. Biyoindikatér canlilar, yasam fonksiyonlarini
farklilagtirarak veya toksik maddeleri metabolizmalarinda biriktirerek ¢evre kirliligine karsi
yanit veren canlilardir Belirli bir organizmanin sagligi genel olarak ekosistem sagliginin bir
gostergesi olmaktadir. Biyoindikator tiir olarak ¢ok farkli canli gruplart kullanilabilmektedir

(Kazanci ve Girgin, 1997).

Akut toksisite deneylerinden biri olan LCs, belirli bir siire toksik madde verilen bir
ortamda bulunan canlilarin % 50’sini 6ldiiren madde miktar1 olarak ifade edilir. Bu ¢alismalar

genellikle 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyodlar halinde yapilir (Cetinkaya, 2005).

Ambhipoda takiminin tanimlanmis tiirlerinin yaklasik %80’ini Gammaridea alttakimi
olusturmaktadir (Barnard and Barnard, 1983) ve bunlar baliklar i¢in Onemli bir besin

kaynagidir (Demirsoy, 1999).



Kabuklular sinifina ait olan G. pulex’ler hem ekonomik hem de sucul indikator
ozelligi olan canlilardir (Resim 1.1). Temiz su indikatorii olarak bilinen Gammarus’larin,
birgok toksik maddeye karsi duyarli oldugu bilinmektedir. Gammaridler toksikolojik
calismalarda en fazla kullanilan canli gruplarindan birisi olup, akarsularda bol bulunmasi,
kolay elde edilmesi, laboratuvar kosullarina kolay uyum saglamalar1 ve iiremelerinin hizli
olusu gibi avantajlar1 vardir (Arthur, 1980). Bu sebeple toksikolojik ¢alismalarda kullanimi
giderek artmaktadir (Demirsoy, 1999).

Resim 1.1. Gammurus pulex (orjinal)

1.4.  Biyobelirtegler

Biyobelirtegler cogunlukla sucul kirliligin olustugu ortamlarda prognoz veri saglamak
amaciyla kullanilmaktadir. Bu veriler molekiil, hiicresel, genetik, immunolojik ve fizyolojik
dlciimleri icermektedir. Ornegin enzimler gibi biyokimyasal ve fizyolojik belirtecler, sucul
organizmalarin sagh@im etkileyecek su kalitesi degisimlerine neden olan c¢evresel
Kirleticilerin tespitinde kullanilabilmektedir (Osman ve ark., 2010). Ekolojik ¢alismalarda
ozellikle incelenmesi gereken bazi biyobelirtegler vardir. Bunlarin baglicalari; kondisyon
faktorti, sitokrom P-450 enzimleri (6r. organik kirleticilerin varliginda), DNA hasari,
astilkolinesteraz enzimi aktivitesi (metal kirliligi gibi), metallotiyonein sentezi, antioksidan

enzimler (katalaz, glutasyon tranferaz vb.), lipid peroksidasyonu, vitellojenin diizeyleri



(endokrin yikimlayict kimyasallar) ve histopatolojik incelemelerdir (Valvanidis ve
Vlachogianni, 2010).

Yasamlar1 boyunca canlilar, hem ekzojen hem de metabolik proseslerin bir parcasi
olarak endojen radikal ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) maruz kalirlar. Organizmalarda bu
serbest radikal ve ROS’nin etkilerini notralize edebilen bir antioksidan sistem mevcuttur ve
bu sistem oksidanlar sayesinde denge halinde bulunmaktadir. Bu dengenin oksidanlar lehine
degismesi oksidatif stresi gelistirir ve bu dengesizlik, hiicrenin 6nemli boliimlerinde geri

doniistimii olmayan hasarlara neden olabilmektedir.

1.5. Oksidatif Stres

Oksijenli yagamla birlikte aerobik organizmalar ortaya ¢ikmis ve oksijen kaynakli
radikaller meydana gelmeye baslamistir ve bununla birlikte, oksidatif hasara kars1 aerobik
canlilarin tiimiinde antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Oksidatif stres, serbest radikal
diizeyleri ve antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda ortaya c¢ikmaktadir.
Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri zar yapisindaki cok doymamis yag asitlerinin
oksidasyonlarinin engellenmesi olmakla birlikte gilinlimiizde antioksidanlarin lipitleri,
proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiilleri koruyucu etkileri oldugu
bilinmektedir. Antioksidanlar arasinda c¢esitli kiiciik molekiiller yaninda, glutatyon
peroksidaz, katalaz, sliperoksit dismiitaz gibi enzimlerle metal iyonlarini baglayan proteinler

yer almaktadir.

Molekiiler oksijen, hiicre igerisine kolaylikla girebilmektedir ve hiicrede en fazla
kullanilan molekiil olma 6zelligine sahiptir. Aerobik canlilar i¢in serbest radikallerin en
onemli kaynaklarindan biri oksijendir. Bununla Dbirlikte canli organizmada oksijen

tiirevlerinden baska karbon ve kiikiirt kaynakl radikaller de olusmaktadir.

1.6. Antioksidanlar

ROS olusumunun ve bunlarin neden oldugu hasarlarin o6niine gecmek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere metabolizmada gorev alan savunma sistemlerine
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir. Antioksidan savunma
sistemleri, radikallerle hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/ peroksidasyonun
ilerlemesini engelleyen sistemlerdir. Fazla serbest radikalleri etkisizlestirmek, bu radikallerin
toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 Onlemeye yardimci olmak

antioksidanlarin rolleri arasinda sayilabilir.



Antioksidanlarin oksidanlari etkisizlestirmesi 4 farkli mekanizma ile olur (Akkus,
1995).

1. Toplayict etkisi: Oksidanlar tutulur veya daha zayif bir molekiile ¢evrilir.

2. Bastirict etkisi: Oksijen radikallerine aktivitelerini azaltmak veya inaktif hale
dontistiirmek i¢in bir hidrojen aktarilir.

3. Onarict etkisi: Oksidatif hasar géormiis biyomolekiil onarilir.

4. Zincir kirici etkisi: Oksidanlar baglanir ve fonksiyonlar1 engellenir.

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 savunma ile antioksidan molekiiller, oOlusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 etkisiz hale getirilirler. Hiicre disi savunma, albiimin,
bilirubin, transferin, seruloplazmin, lrik asit gibi cesitli molekiilleri icermektedir. Asil
antioksidan savunmay1 hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler saglamaktadir. Bakir, ¢inko
ve selenyum gibi iz elementler ise s6zkonusu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (Akkus,
1995).

Antioksidanlar ~ endojen  ve  eksojen  kaynakli  antioksidanlar  olarak
smiflandirilabildikleri (Akkus, 1995) gibi enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar seklinde

de smiflandirilabilirler.

1.6.1. Glutatyon S-transferaz (GST)
Glutatyon S-transferazlar (GST), her biri iki alt birimden olusmus ve EC 2.5.1.18

kodlu bir enzim ailesidir. GST’lar, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak
tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir

antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.

GST sitozolde bulunur ve dimerik yapidadir. Disaridan gelen maddelerin
biyotransformasyonunda rol alan GST’lar, ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile

konjugasyonunu katalize eder (Beckman ve Ames 1998).

Glutatyon transferazlar1 (GST'ler, sistematik olarak "RX: glutatyon R-transferazlari",
EC 2.5.1.18 olarak adlandirilir), ¢6ziinebilir GST'ler ve "MAPEG" (Eikosanoid ve Glutatyon
metabolizmasi icinde Membran Bagli Proteinler) proteinlerine ait enzimlerdir. Sonug olarak,
ornegin, GSTA1 geninin homodimerik protein iiriinii, GST Al-1 olarak ifade edilir. Bir¢cok
¢oziinlir GST i¢in, ¢ogunlukla bagh alt tabakalar veya {iriinler ile kristal yapilar belirlenmistir.

Coziilebilir bir GST alt biriminin "kanonik katlanmasi”, GSH-baglama bdlgesini ("G-
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bolgesi") olusturan bir N-terminali o / Balanini ve ikinci bir a-hi¢ alan, elektrofilik substrati

baglayan "H-alaninin" ¢ogunu olusturur.

GST'lerin metabolik rolii, ¢cogunlukla glutatyon ile reaksiyonlarini katalize ederek
reaktif elektrofillerin detoksifiye edilmesi ve boylelikle bu tiir reaktif tiirler ile temel hiicre
bilesenleri, Ozellikle proteinler ve niikleik asitler arasindaki zararli etkilesim olasiligini
azaltmaktir. Birgok kanser kemoterapi ajani, elektrofilik bilesikler (veya metabolik Onciileri)
ve GST ile katalize edilen reaksiyonlar, bu gibi bir¢ok ilacin inaktive edilmesi ve
eliminasyonu i¢in 6nemli yolaklardir (6rn., 1,3- bis (2-kloroetil) -1-nitrosourea, siklofosfamid,
melfalan, vb.). Diger tedavi smniflarindan ilaglar, GST ile katalize edilen glutatyon
konjugasyonu icin substratlar olan elektrofillere, 6rnegin epilepsi uyusturucu felbamatin
fenilpropenal metabolitine metabolize edilebilir. Asetaminofen, klozapin ve furosemid gibi
diger yaygin olarak kullanilan bir¢ok ila¢ glutatyon konjugatlarina metabolize edilir, ancak
glutatyon ile reaksiyon her zaman GST katalizine bagimli degildir. Glutatyon adiiktleri
genellikle MRP1 c¢oklu ilag¢ direnci proteini olarak tasiyicilarinin hareketi ile hiicreden ihrag
edilmektedir ve ardindan merkaptiirik asitler (igine islenmis, N idrar atilir konjugatlar1 -
acetylcysteine) veya safra. Gutatyonun detoksifikasyonda 6nemli rolii olmasina ragmen, GST
ile katalize edilmis konjugasyonlar, bazi durumlarda, reaktif ara iirlinlerin olusumuna neden

olabilir.

1.6.2. Sitokrom P450 (CYP1A1l)

P450 enzimlerinin dagilimmi ve gen ifadelerini olusturan diizenekler her dokuda
kendine 6zgii olup, genetik olarak belirlenirler. Yag asitleri ve steroidler gibi endojen
maddelerin yani sira disardan alinan maddeler de CYP gen ifadelerini etkileyebilir. Aglik ve
diabet gibi patofizyolojik durumlar da gen ifadelerini degistirebilirler. Substratlar, bilginin
iletimi, mRNA diizeyi vb. gibi bir¢cok etken P450 enzimlerinin diizey ve aktivitelerini

belirlemektedir.

Organik fosforlu veya karbamat pestisitler ile zehirlenen hastalar1 tanilamada en gok
kullanilan parametre asetilkolinesterazdir. Bu pestisitler insan ve hayvanlarda ChE enzim
aktivitesini inhibe ederek toksik etkiye neden olmaktadir. Karbamat bilesikler ChE enzimini
geri doniistimli olarak inaktive eder, organik fosforlu bilesikler ise geri doniisiimsiiz olarak
inhibe ederler. ilaveten, insan hekimliginde ChE aktivite tayini, karaciger fonksiyonunu

degerlendirmek ve kiirar veya kiirar-benzeri kas gevsetici ilaglarla tedavi edilen hastalarda



uzamis apneye neden olan atipik varyantlar1 bulmak veya anestezi uygulamasi dncesinde ChE
enzim eksikligi olanlarin tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Bu konuyla ilgili veteriner
hekimlik alanindaki bilgi daha azdir.

1.6.3. Asetilkolinesteraz (AchE)

Asetilkolin (ACh), somatik ve otonomik sinir sisteminde major ndrotransmitterdir.
ACh, sinir impulslarinin néromiiskiiler kavsaklarda kimyasal yol ile iletilmesinde rol oynar ve
kaslar1 aktive eder. AChE enzimi tarafindan bu ndrotransmitter yikilir. ki tip enzim ChE
aktivitesine sahiptir ve asetilkolini hidrolize edebilir. Bu enzimler asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesterazdir. Dalakta, akcigerde, eritrositlerin membraninda, sinir uglarinda ve gri
maddede AChE bulunur. Sinir uglarindan salinarak asetilkolini hidrolize eder. Bu sekilde sinir
impulsu durdurulur. BChE ise karacigerde sentezlenerek plazmaya salinir. Eritrositler harig
intestinal mukoza, pankreas, dalak, beyaz madde ve bunlardan baska birgok dokuda bulunur.
Metabolizmadaki fizyolojik gorevi tam olarak bilinmemektedir. Bu iki enzim, farkli katalitik

aktiviteleri ile ayirt edilebilir:

1) AChE, propiyonilkolin, asetilkolin ve diger birkag kolin esterini hidroliz eder.
2) BChE, mivakiiryum, butirilkolin, Klorprokain, prokain, tetrakain, kokain, eroin

suksinilkolin ve benzoilkolin gibi ¢ok sayida kolin esterini hidrolize eder.

Sucul ortamdaki kirliligin belirlenme yontemlerinden biride, ortamda yasayan
canlilarin etkilenmesi ile yapilmaktadir. Bu amacla indikator tiirler kullanilmaktadir. Cesitli
Kirleticilerin sucul indikator tiirlere olan toksisitesi, biyobelirteg olarak kullanimlar ve etkileri

izerine bir¢ok ¢aligma yapilmstir.

Borlakoglu ve Kickuth (1990), bir klorofenolik bilesige maruz kalan Gammarus
tiirlerinde kagma reaksiyonunu, ylizme davranisini ve prekopulasyon davranisini incelemisler

ve LCsg degerinin % 5°lik konsantrasyonunda bile davranis degisikliklerini kayit etmislerdir.

Pascoe ve ark. (1994), laboratuvar ortaminda ve dogal ortamda yaptiklar1 bir
calismada G. pulex’de prekopiilasyonun bozulmasini g¢evresel kirlenmeyi belirlemede sub-
lethal bir Olglim olarak kullanmiglardir. Laboratuvar ortaminda yapilan ¢alismada,
prekopulasyon ciftleri 3,4-dikoroanil, atrazin, bakir ve lindanin ¢esitli konsantrasyonlarina
maruz birakilmis ve artan toksikant konsantrasyonuna bagl olarak prekopulasyon ciftlerinin

ayrilma stiresinin azaldigi rapor edilmistir. Alan ¢alismasinda bir toksikantla kirlenmis tath su



kaynaklarindan toplanmis G. pulex prekopulator ¢iftlerinin kirlenmemis sulardan alinan

orneklere gore daha ¢cabuk ayrildig1 gézlenmistir.

Lawrence ve Poulter (1998), canlilar lizerinde 6ldiiriicii olmayacak sekilde kirlenmis
sularda Gammarus duebeni amfipodunu biyomonitor olarak kullanimini arastirmiglar ve bu

organizmalarin biyomonitor kullanimina uygun olduklarmni bildirmislerdir.

Leigth ve Van Dolah (1999), endosulfanin teknik formulasyonunun G. palustris
tizerindeki akut toksisitesini arastirmis ve endosulfanin bu canlida 96 saatlik LCsy degerini

0.43 pg/L olarak bulmuslardir.

Cold ve Forbes (2004), kisa siireli pyrethroid pestisit uygulamalarinin G. pulex’in
hayatta kalma ve gogalmasina etkisini incelemislerdir. Sonug olarak yaygin olarak kullanilan
esfenvalerate pestisitinin maruz kalabilecekleri konsantrasyonlarinin G. pulex'in yasam
sliresini ve ¢ogalmasini 6nemli bir sekilde etkiledigini belirlemislerdir.

Xuereb ve ark. (2007), G. pulex’deki kolinesteraz (ChE) aktivitesini karakterize etmek
icin ilk olarak biyokimyasal ve farmakolojik ozellikleri arastirmiglardir. Bunun igin farkl
substratlar (asetiltiookolin iyodiir, propiyoniltiyoikolin iyodiir ve biitiril tiokolin iyodiir) ve
selektif inhibitorler (eserin siilfat, Pentan-3-bir dibromiir ve pyro fosfor tetra-mide)
kullanmislardir. Calismanii ikinci boliimde ise yaygin olarak kullanilan organofosforlu
chlorpyrifos pestisiti in vitro ve in vivo etkilerinin ChE aktivitesi arastirilmistir. Yaptiklari
calisma sonucunda G. pulex’in asetilkolinesteraz tipik Ozelliklerini gésteren tek bir ChE’ye

sahip oldugu bildirilmistir.

Adam ve ark. (2009), ahsap koruyucu olarak kullanan insektisit ve fungisitlerin
toksisitesini belirlemek i¢in G. pulex’e propikonazol, tebukonazolin, 3-iyodo-2-propinil biitil
karbamat (IPBC, fungisid) ve cypermethrini tek ve karisim halinde uygulamislardir. Ticari
uygulama konsantrasyonlarinda propikonazol ve tebukonazolinin tek olarak G. pulex’e
uygulandiginda toksik olmadiklarini, 3-iyodo-2-propinil biitil karbamatin orta dlgiide toksik
oldugunu ve cypermethrinin asir1 derecede toksik oldugunu belirlemislerdir. Pestisit, ¢oziici
ve katki maddeleri igeren ticari karigim uygulandiginda toksik etkiler yaptigini, yaygin olarak
kullanilan %0,002°lik cypermethrin igeren diger bir karisimin 2,5-18 kat fazla 6liimciil sonug

verdigini belirlemislerdir.

Demirci (2013) yaptigi ¢alismada, endosulfan, indoxacarb, thiomethoxam ve atrazin

pestisitlerinin tek ve c¢oklu kullanimlarmin, G. kischineffensis’in antioksidan ve
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detoksifikasyon enzimleri {izerindeki etkilerini incelemis ve bu canlida biraktigi kalinti
diizeylerini aragtirmistir. Sonug olarak, pestisitlerin tek ve c¢oklu kullanimlarinin G.
kischineffensis'in antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri iizerinde modiilatér etki

gosterdigini, endosulfan disindaki tiim pestisitlerin kalint1 olusturdugunu sdylemistir.

Paliizar (2013), yaptigi calismada malation, diklorvos, deltamethrin ve lambda
cyhaloetrin pestistlerinin antioksidan enzimlerinden CAT, SOD, GPx enzim aktiviteleri
tizerine etkilerini ve bu etkilerin 2-PAM (2-aldoksim metiyodiir) ile yenilenmesi {izerinde
calismistir. Deneysel olarak calistigi iic enzim arasindan, sadece CAT enziminin tim
pestisitlerin artan konsantrasyonlariyla dogru orantili inhibisyon ve 2-PAM ile yenilenme

gosterdigini bildirmistir.

Ugurlu ve ark. (2015), tiametoksamin akut toksisitesini ve G. Kkischineffensis’in
solunga¢ dokusundaki histopatolojik etkilerini ortaya koymuslardir. Tiametoksamin tim
dozlarinda en yaygm degisikliklerin G. kischineffensis'in solunga¢ dokusunda meydana

geldigini ve vakuolizasyon ve hemostatik infiltrasyon olusturdugu gdstermislerdir.

Yapilan bu ¢alisma ile sucul ekosistemde onemli yer teskil eden ve indikator canli
gruplarindan olan G. pulex bireylerinin Triklorfon maruziyeti ile akut toksisite (LCso. test
hayvalarinin yarisin1 6ldiirmek igin gerekli konsantrasyon) degerleri belirlenerek, subletal
konsantrasyon maruziyeti ile 24 ve 96 saatteki AChE, CYP1A1l ve GST enzim aktivitesi

degisimlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Model Organizma G. pulex

Yapilan bu ¢alismanin canli materyalini olusturan G. pulex’ler Munzur Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesinde kiiltiire alinmis organizmalarm erkek bireylerinden segilerek
temin edildi.

G. pulex’ler laboratuvar kosullarinda; hava motoru ile oksijenlendirilmis stok
akvaryumlarinda denemeler yapilincaya kadar adapte edildi (Resim 2.1). Ortamda 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde fotoperyot kullanilarak aydinlatma sagland.
Ayrica ortam sicakligi termostatli klima ile 18-20°C ’de sabitlendi. Stok akvaryumlardaki

G. pulex’lerin beslenmesinde ¢iiriimeye birakilmis ¢ali sdgiit yapraklari kullanildi.

Resim 2.1. Stok G. pulex akvaryumlari

Calisma siiresince stok akvaryumu ve deneme gruplarit akvaryumlarindaki suyun
oksijen miktari, suyun sicakligi ve pH degeri diizenli olarak YSI marka Professionel model

multi parametre cihazi ile 6lgtldi.

2.1.2. Triklorfon
Calismada kullanilan triklorfon kimyasali Sigma Aldrich firmasindan satin alinarak

temin edildi.



2.2.Metot
2.2.1. Akut Toksisite Deneyi (LCsp)

Calismada triklorfonun G. pulex’lerin tizerindeki akut toksisitesini belirlemek igin
96 saatlik statik LCsp testi uygulandi. Bu amagla organizmalara aralik belirleme testi
uygulandi. Aralik belirleme testi sonuglarina gére 0.000 (kontrol), 0.001, 0.010, 0.100 ve
1.000 mg/L triklorfon konsantrasyonlari belirlendi (Tablo 2.1). LCso degeri i¢in belirlenen
konsantrasyonlarda 1 litre hacme sahip cam akvaryumlara 10’ar adet G. pulex kullanilarak
toksisite testi uygulandi (Resim 2.2). Akut toksisite testlerinin, aralik belirleme testleri

dahil tiim asamalari ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirildi.

Tablo 2.1. LCs; degerinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyonlar

Tekerriirler Kontrol Akut Toksisite Gruplari (Triklorfon) (mg/L)
I 0.000 0.001 0.010 0.100 1.000
1 0.000 0.001 0.010 0.100 1.000
Il 0.000 0.001 0.010 0.100 1.000

Yapilan deneysel calismada 96 saat siire igerisinde organizmalara besleme
yaptlmadi. Deneme siiresince her bir konsantrasyon grubu 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
gdzlemlendi. Olii bireyler deneme ortamindan uzaklastirilarak not edilip kayit altina alind.

Elde edilen verilerden probit analizi kullanilarak LCsg toksisite degerleri hesaplandi.

Resim 2.2. Deneysel diizenek
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2.2.2. Subletal Triklorfon Konsantrasyon Uygulamalari

Biyokimyasal deneyler igin triklorfonun organizmalar {izerindeki LCsy degerinin
belirlenebilmesi amaciyla 1/8 (A grubu), 1/16 (B grubu) ve 1/32 (C grubu) oranlarinda
subletal konsantrasyonlar olusturuldu. Olusturulan subletal triklorfon konsantrasyonlarina

organizmalar maruz birakilarak, 24 ve 96 saatlerdeki biyokimyasal yanitlar1 tespit edildi.

2.2.3. Biyokimyasal Analizler

2.2.3.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

G. pulex orneklerinden 0,5'er gram tartilip fosfat tamponu ile homojenize edilmis,
15000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip, siipernatanlarda enzim aktiviteleri belirlendi.

AChE enzim aktivitesi i¢in kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplardaki
organizmalar tartilip 1/10 oranin 0.25 M siikroz i¢eren, pH 7,4 olan 0.05 M sodyum-fosfat
tamponu ile sulandirilarak homojenize edildi.

Kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplardan alinan 6rneklerde CYP1Al ve GST
enzim aktivitelerindeki degisimleri belirleme islemleri i¢in 0,2 gr organizma tartilarak 1/5

oraninda fosfat tamponu ile homojenizasyon islemi yapildi.

2.2.3.2. Asetilkolinesteraz (AChE) Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatlar 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
slipernatantlar alinarak AChE enzim aktivitesi CUSABIO marka CSB-E17001Fh katalog

numarali kitlerle ELISA yontemine gore mikroplate okuyucu ile belirlendi.

2.2.3.3. CYP1A1l Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatlar 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra siipernantantlar alinarak CYP1A1l enzim aktivitesi CUSABIO marka
CSB-EL006395FI katalog numarali kitlerle ELISA yontemine gore mikroplate okuyucu ile

belirlendi.
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2.2.3.4. GST Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatlar 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra siipernantantlar alinarak GST enzim aktiviteleri CUSABIO marka CSB-
ELO06395FI katalog numarali kitlerle ELISA yontemine gore mikroplate okuyucu ile

belirlendi.

2.2.4. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 24.0 istatistik
programi kullanilarak gergeklestirildi. Triklorfonun G. pulex’teki LCsy degeri Probit
analizi kullanilarak hesaplandi. Kontrol ve uygulama gruplarmin biyokimyasal
parametrelerindeki degisimler iki yonlii varyans analizi (ONEWAY-ANOVA) ile test
edildi  (Stimbiiloglu, 1998; Kocagaliskan ve Bingol, 2008; Kalayci, 2010).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Calisma siiresince stok akvaryumu ve deneme gruplari akvaryumlarindaki suyun
oksijen miktari, suyun sicakligi ve pH degeri diizenli olarak 6l¢iildii. Denemeler siiresince

suyun oksijen, sicaklik ve pH degerlerinde 6nemli bir farklilik tespit edilmedi.

3.1. Akut Toksiste Degerleri

Triklorfonun G. pulex tizerindeki akut toksisite degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. Triklorfon’un G. pulex iizerindeki akut toksisite degerleri

LCso (Mmg/L) Alt Seviye (mg/L) | Ust Seviye (mg/L)
I.  Tekerriir 0,359 0,01 0,894
Il. Tekerriir 0,467 0,114 1,058
1. Tekerriir 0,36 0,01 0,895
Ortalama 0,40+ 0,06 0,045+0,06 0,95+0,06

3.2. Biyokimyasal Yanitlar

Bu ¢alismada triklorfon maddesinin farkli konsantrasyonlarina (A: 1/8 oraninda 50
mg/L, B: 1/16 oraninda 25 mg/L, C: 1/32 oraninda 12,5 mg/L) maruz kalan G. pulex’de
asetilkolinesteraz (AChE), sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) ve glutatyon-S transferaz (GST)
enzim aktivitelerindeki degisiklikler belirlenmis olup elde edilen sonuglar Tablo 3.2’de
gosterilmistir.

Letal konsantrasyon-50 (LCsp), toksik maddenin etkisine birakilmis organizmalarin
yarisint (% 50) oldiiren konsantrasyon olarak tanimlanmis ve toksik etkinin istatistiksel
olarak giivenilir bir tayin sekli olarak kabul edilmistir (Parlak vd., 2009). Calismamizda
organikfosfatli insektisit triklorfonun G. pulex iizerindeki LCso degeri 0,39+0,06 mg/L

olarak belirlendi.



Tablo 3.2. Triklorfon’a maruz birakilan G. pulex’de bazi enzim aktivitelerindeki degisimler

Antioksidan parametreler 24, saat 96. saat
GST Kontrol 1,98+0,001° 3,96=1,14°
(nmol/dk/ml) | A (ppm) 18,79+0,58" 16,56+4,64°
B (ppm) 9,27+0,66° 11,92+3,44®
C (ppm) 20,90+0,57° 15,25+1,75%
CYP1A1 Kontrol 147,03+8,43° 137,96+14,6°
(pg/ml) A (ppm) 137,33+3,66° 123,72+6,1°
B (ppm) 133,39+7,65° 118,78+0,32°
C (ppm) 146,96+5,87° 130,17+2,73°
AChE Kontrol 5,99+0,93% 7,76+1,0°
(U/ml) A (ppm) 6,95+0,52° 5,34+0,25""
B (ppm) 6,10+0,44° 4,64+0,11°
C (ppm) 6,50:£0,45° 6,76+0,18%

**(Jst simgedeki a, b, ¢ ve d harfleri aym saatteki farkli gruplar arasindaki ve * isareti ise aym grubun farkli
saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.2.1. AChE Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda triklorfon maddesine maruz kalan G.pulex’de AChE
aktivitesi arastirilmig olup sonuglar Tablo 3.2°de gésterilmistir. AChE aktivitesinin kontrol

ile kiyaslandiginda 24. saatte tiim gruplarda arttigi (p>0.05), 96. saatte ise tiim gruplarda

azaldig1 gozlendi (p<0.05).

Maruz kalma siireleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; 24. saatte gruplar

arasinda onemli farkliliklar olmadigi bulundu (p>0.05). 96. saatte ise A ve B gruplarindaki

azalig maruz kalma siiresine gore anlamli olarak bulundu (p<0.05) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda triklorfon’a maruz kalan G. pulex’de AChE aktivitesindeki degisiklikler
**(Jst simgedeki a, b, ¢ ve d harfleri ayni saatteki farkli gruplar arasindaki ve * isareti ise aym grubun farkli
saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Triklorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi bu c¢alismada, G. pulex
dokularindaki AChE aktvitesinde 24. saatte kismi bir artis, 96. saatte ise azalmanin
meydana geldigi tespit edildi. AChE aktivitesindeki disiis antikolinesteraz olan
organofosfatli insektisitlerin inhibitor etkisinden ileri gelmektedir. Triklorfon uygulanan
canlilarda 24. saat sonunda AChE aktivitesinin kontrol grubu degerlerine gore kismi bir
artis gostermesi, negatif bir adaptasyonun olusmasi ve pestisite karsi bir direng oldugu
diisiniilmektedir. Ancak 96. saat sonunda triklorfon uygulanan gruplardaki canlilarin
AChE aktivitesinde meydana gelen azalma, negatif adaptasyonun sona erdigini, pestisite
kars1 gosterilen direncin kirildigini ve inhibisyonun tekrar basladigini géstermektedir (Pala,
2013).

Xuereb vd (2007), G. pulex'teki kolinesteraz (ChE) aktivitesini incelemislerdir.
Sonuglar G. pulex'in, asetilkolinesterazin tipik 6zelliklerini gosteren sadece bir ChE'ye
sahip oldugunu gostermistir. Yapilan cesitli ¢calismalarda da pestisitlerin AChE aktivitesini
inhibe ettigi bildirilmistir. Pala (2013), yapmis oldugu calismada baliklara (C. carpio)
farkl1 dozlarda triklorfon uygulamis ve AChE aktivitesinde inhibisyon oldugunu
bulmustur. Chandrasekara ve Pathiratne (2005), 24 saatlik uygulama sonunda C. carpio’da
tirchlorfonun, AChE aktivitesinin  %52-57 oraninda azalmasmna neden oldugunu
bulmuslardir. Guimares vd. (2007), triklorfon uygulamasi sonucunda Oreochromis
niloticus’da AChE’in %85 oraninda inhibe oldugunu bildirmislerdir. Feng vd. (2008),
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Tilapia nilotica’nin triklorfon maruziyeti altinda antioksidan koruma sistemindeki
degisimlerini gozlemis ve AChE aktivitesinde dnemli dl¢lide inhibisyon gérmiislerdir.
Demirci (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, atrazin ve endosulfan pestisitlerinin
birlikte ve ayri olarak uygulandigt Gammarus kichneffensis’in  AChE seviyeleri
incelenmistir. Coklu etkiye maruz birakilan canlilardaki AChE aktivitesinin pestisitlerin
yalniz kullanimina gore inhibe oldugu tespit edilmistir. Atrazin ve indoxacarbin etkisi
incelendiginde; 24. ve 48. saatlerde pestisitlerin ¢oklu etkisine maruz birakilan canlilarin
enzim aktivitesinin tek bir pestisit uygulamasima gore énemli diizeyde inhibe oldugu

gozlenmistir (p<0.05).

3.2.2. CYP1A1 Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda triklorfon maddesine maruz kalan G.pulex’de CYP1A1l
aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.2’de gosterilmistir. CYP1AL aktivitesinin
kontrol ile kiyaslandiginda hem 24. saatte hem de 96. saatte tiim gruplarda azaldig:
gozlendi (p<0.05).

Maruz kalma siireleri istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; hem 24. saatte hem de

96. saatte gruplar arasinda 6nemli farkliliklar olmadigi bulundu (p>0.05) (Sekil 3.2).

180
160 -
140 -
120 -
100 -

80 - W 24 saat

CYP1A1{pg/ml)

60 - O 96 saat

40 A

20 ~

Kontrol A B C

Gruplar

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda triklorfon’a maruz kalan G. pulex’de CYP1Al aktivitesindeki
degisiklikler. **Ust simgedeki a, b, ¢ ve d harfleri ayn1 saatteki farkli gruplar arasindaki ve * isareti ise aym
grubun farkli saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

18



Triklorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi bu c¢aligmada, G. pulex
dokularindaki CYP1A1 aktvitesinde hem 24. hem de 96. saatte azalmanin meydana geldigi
tespit edildi.

Sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz enzimleri, tim memeli ve prokaryotlarda
bulunan bir protein grubunu teskil ederler (Czerwinski ve ark., 1994; Ozerol, 1996).
CYP450’lerin tiimii membrana bagl sekildedir. Mitokondride yer alabildikleri gibi
endoplazmik retikulumda olanlar1 da vardir (Raunio ve ark., 1995). CYPIAI, organik
kirleticilere maruz kalmanin ¢ok iyi bir gostergesi olan bir biyomarkirdir. Sitokrom
P450’ler ksenobiyotik metabolizmasinda énemli bir rol oynamaktadir ve metabolizmadaki
fonksiyonu kimyasallarin toksik etkilerine karsi duyarlilikta tiir ¢esitliligi ile iliskili olabilir
(Bainy ve ark., 1999).

Woo vd. (2018), yapmis olduklari ¢alismada Cyprinus carpio L.’nun 4 mg/L
triklorfon maruziyetinden sonra CYPI1A aktivitesinde artts meydana geldigini rapor
etmislerdir. Ksenobitotiklerin varligt CYP1A1 diizeylerini her zaman arttirmayabilir. Bu
durum ya yiiksek konsantrasyonda kirletici oldugunu ya da kirleticilerin varliginin
CYP1AT1’i 6zellikle inhibe ettigini géstermektedir (Stegeman ve ark., 1997; Schlezinger ve
Stegeman, 2001; Wirgin ve Theodorakis, 2002). Karaca (2010) tarafindan yapilan bir
calismada ise farkli 6rnekleme noktalarindan alinan CYP1A enzimlerinin gen ekspresyon
diizeylerine bakilmis, pestisit kullanimimin yogun oldugu tarimsal bolgelerde 6rneklenen

baliklarda referans bolgeye kiyasla baskilanmig olarak bulunmustur.

3.2.3. GST Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda triklorfon maddesine maruz kalan G.pulex’de GST
aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.2°de gosterilmistir. GST aktivitesinin kontrol
ile kiyaslandiginda hem 24. saatte hem de 96. saatte tiim gruplarda arttigi gozlendi
(p<0.05).

Maruz kalma siireleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; 24. saatte gruplar
arasinda onemli farkliliklar olmadig1 bulundu (p>0.05). 96. saatte ise C grubundaki artis

maruz kalma siiresine gére anlamli olarak bulundu (p<0.05) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda triklorfon’a maruz kalan G. pulex’de GST aktivitesindeki degisiklikler
**Ust simgedeki a, b, ¢ ve d harfleri ayni saatteki farkli gruplar arasindaki ve * isareti ise ayni grubun farkli
saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Triklorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi bu ¢alismada, G. pulex
dokularindaki GST aktvitesinde hem 24. hem de 96. saatte artisin meydana geldigi tespit
edildi.

Bu degisimler triklorfon maddesinin oksidatif stres metabolizmasini indiikledigine
isaret eder. GST, pek c¢ok ksenobiyotigin detoksifikasyonunu igceren c¢ok bilesenli bir
enzimdir (Sun ve ark., 2006). Oksidatif hasara ve lipidlerin peroksidasyon triinlerine kars1
savunma olusturulmasinda kritik bir rol oynamaktadir. GST aktivitesinin artmasi
muhtemelen daha yiiksek konsantrasyonda triklorfon maddesine maruziyet sonrasi bir
adaptasyondan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda elde etmis oldugumuz bulgular literatiirdeki diger ¢alismalarla da
benzerlik gostermektedir. Ozmen ve ark., (2006) Karakaya Baraj Golii’'nden alinan sazan
balig1 karacigerlerinde yaptiklar1 ¢alismada, GST aktivitesindeki artisa pestisit birikiminin
neden olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Ayni ¢alisma grubu Sariyar Baraji’'nda sazan baligi
karacigerinde GST ve CYP aktivitelerini 6lgmiis ve referans nokta ile kiyaslandiginda
pestisit kirliliginin fazla oldugu Sariyar’da GST aktivitesinin 6nemli olgiide yliksek

oldugunu bulmuslardir (Ozmen ve ark., 2008).
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Diinya tizerinde, toprak ve su gibi ekosistemlerin ¢esitli kirleticilere maruziyeti hem
tim canhlilar igin 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Bu Kkirleticiler arasinda zirai
miicadelede kullanilan pestisitler de bulunmaktadir ve bunlar besin zincirinin en alt
halkasindan en st halkasindaki canhilara kadar biyolojik birikim yolu ile
tasinabilmektedirler.

Bu ¢alismada; ¢esitli konsantrasyonlarda triklorfon maddesine maruz birakilan G.
pulex’de bazi antioksidan parametreler arastirilmis olup, kirletici etkilerini degerlendirmek
lizere gammaridlerin bir ¢ok ekotoksikolojik ¢alismada kullanildig1 gériilmiistiir (Watts ve
ark., 2001; Schirling ve ark., 2006) Calismamizda, AChE, CYP1Al ve GST aktiviteleri,
triklorfon uygulamasinin etkilerini dngérmede biyobelirte¢ olarak kullanilda.

Bu ¢ergevede, ekosistemde bulunan bir ksenobiyotigin daha az toksik oldugundan
bahsedilemeyecegi gibi, birgok canli tizerindeki toksik etkisinin belirlenmesinin de gerekli
hatta zorunlu oldugu sdylenebilir. Ozellikle tarimsal alanlarda verimi artirmak ve Kaliteli
riinler saglayabilmek igin kullanilan pestisitler diger ksenobiyotiklerden farkli olarak
canhlart oldiirmek igin iiretilmis olmasi nedeniyle énemli seviyelerde g¢evresel kirlilige
neden olmaktadir. Pestisit kullanimindaki riskleri ortaya koyabilmek ve konu hakkinda

bilinglenmeyi arttirmak icin bu ve bunun gibi ¢alismalar yol gosterici olacaktir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calisma sonucunda elde edilen verilere gore; tarimda kullanilan bir
insektisit olan triklorfon maddesinin G. pulex tiizerine toksik etkiye sahip oldugu ve
triklorfondan kaynaklanan kirliligin ¢evre igin biiylik bir risk olusturabilecegi
distiniilmektedir.

Triklorfon maddesinin  G. pulex’de meydana getirdigi toksik etkilerin
arastirtlmasinda, kullandigimiz biyobelirteglerden AChE, CYP1A1 ve GST’1n yararl birer
biyobelirteg oldugu sonucuna varilmistir. Sonu¢ olarak, enzimlerdeki degisikliklere
bakildiginda, potansiyel olarak ekosistemdeki triklorfon maddesinin risk degerlendirmesi
icin hassas biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica elde edilen
verilere gére maruz kalma siiresi ve uygulama dozundaki farkliliklar model canli G.
pulex’in verdigi biyokimyasal yanitlar1 degistirmistir.

S6z konusu biyobelirteglerin diizeylerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak
elde edilen sonuclar test organizmasinin toksik maddeye karsi verdigi yanitin toksik
maddenin konsantrasyon ve uygulama siiresine gore degistigini gostermektedir.

Daha c¢ok tarimsal alanlarin fazla oldugu boélgelerde yagmur sulari ile alici
ortamlara taginan ve biinyesinde zirai miicadelede kullanilan triklorfon gibi pestisitler
bulunan sular, canlilar tizerinde toksik etkiye neden olabilmektedir. Triklorfonun
olusturdugu stres sonucu biyomarkirlardaki degisimler, G. pulex’in kirletici etkisinde
kaldigin1 gostermektedir. Bu nedenle bu atiklarin desarjinda sinir degerlere uygunlugu
diizenli olarak kontrol edilmeli, toksikolojik veriler gz Oniine alinarak sinir degerler

belirlenmelidir.
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