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ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmalarim esnasinda bana her konuda, her tiirli
bilgi, tesvik, 6zveri, katki ve yardimlarim1 esirgemeyen ve tiim birikimlerini bana
yansitan danigman hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Figen Esin KAYHAN’a sonsuz

minnetlerimi sunarim.

Calismalarim siiresince laboratuar imkanlarindan faydalanmami saglayan Sayin
Dog. Dr. Belgin SUSLEYICI DUMAN, Saym Yrd. Dog. Dr. Sener AKINCI ve Sayin
Dr. Niizhet Cenk SESAL’ e slikranlarim1 sunarim.

Labaratuar ¢alismalarim sirasinda akvaryum ekipmanimi tam ve eksiksiz olmasini
saglayan enistem Ozen CELIKORS e tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez calisgmam siiresince Ozellikle solunga¢ ve karaciger dokularinin eldesinde
bana biiyiik katkilar1 olan ¢ok sevdigim arkadasim Uzm. Biyolog Giillii KAYMAK’ a
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alisjmam boyunca bana her konuda yardimci olan destegini benden
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Hayatim boyunca desteklerini benden esirgemeyen, her konuda yanimda olan ve
bugiinlere gelmemi saglayan annem Aliye TURAN babam Erol TURAN ablam Gonca
CELIKORS e tesekkiirii bir borg bilirim.
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OZET

2,4-D (2,4 Diklorofenoksiasetik asit) KILICKUYRUK (Xiphophorus helleri)
BALIKLARININ BAZI DOKULARINDA ASETILKOLINESTERAZ (AChE)
AKTIVITESI UZERINE ETKILERI

Bu arastirmada, pestisit grubu bir herbisit olan 2,4 Diklorofenoksiasetik asit (2,4-
D) igeren ortamda ergin Kili¢ kuyruk baliklarinin (Xiphophorus helleri) karaciger ve
solunga¢ dokularinda Asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesine etkileri
incelenmistir. Kontrol grubu disinda baliklar 96 saat siiresince 2,4-D (2,4
Diklorofenoksiasetik asit) LC50 degerinin %80’inin etkisine birakilmstir. 2,4-D (2,4
Diklorofenoksiasetik asit) toksik potansiyelini belirlemek amaciyla solungag ve
karaciger dokularinda Asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesi spektrofotometrik
yontemler kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen artiglar grafiklerle sematize edilmistir.
Asetilkolin esteraz (AChE) enziminde ki artisin nedeni ise; 2,4 Diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D) herbisitinin Asetilkolin esteraz (AChE) enziminin yapisini bozarak diizgiin

calismasini engellemesidir.

Protein miktarlarinda kontrol grubuna oranla diger gruplarda artis gézlenmistir.
Kontrol grubu hari¢ diger gruplara verilen 2,4-D’nin (0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,2 ppm)

AChE aktivitesini kontrol grubuna gore arttirdigi gézlenmistir.

Ekim, 2012 Gamze Tugce TURAN



ABSTRACT

DETERMINATION OF AChE AKTiVATED AFTER EXPOSED TO
DIFFERENT DOSES OF 2,4-D (2,4 DIKLOROFENOKSIASETIK
ASIT) IN SWORDTAIL FISH (Xiphophorus hellerii)

In the present, a group of pesticides with herbicides 24-D (2,4
dichlorophenoxyacetic acid) medium containing Swordtails adult fish (Xiphophorus
helleri) tissue acetylcholine esterase (AChE) enzyme activity were investigated. Outside
of the control group during 96 hours fish 2,4-D (2,4 dichlorophenoxyacetic acid) LC50
values were 80% of the effect. 2,4-D (2,4 dichlorophenoxyacetic acid) in order to
determine the potential for toxic enzyme activity of AChE gill and liver tissues was
determined using spectrophotometric methods. Increases are schematically depicted
graphically determined. The reason for the increase in AChE enzyme, 2,4-D herbicide

to help prevent the proper operation of disturbing the structure of the enzyme AChE.

Other groups than the control group showed significant increase in the amounts of
protein. In all groups except the control group, the 2,4-D's (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.2
ppm) in the control group increased AChE activity was observed.

October, 2012 Gamze Tugce TURAN
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KISALTMALAR

AChE . Asetiklolinesteraz Enzimi

AB . Avrupa Birligi

DTNB : Ellman Reaktifi (5-5°- Ditiyobis-(2-Nitrobenzoik Asit))
EDTA  : Etilendiamin Tetraasetikasit

GSH : Indirgenmis Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GSH-Rd : Glutatyon Rediiktaz

GST : Glutatyon-S-Transferaz

2,4-D : 2,4 Diklorofenoksiasetik asit
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

L1. GIRiS

Giderek artan cesitlilikte endiistriyel ve tarimsal kimyasallarin alict ortamlara
salmimi ile omurgali ve omurgasiz bircok organizma bu bilesiklerin etkisinde
kalmaktadir. Dogal ¢evreyi kirleten toksik maddelerin basinda pestisitler, deterjanlar ve
agir metaller gelmektedir. Deniz, gol ve akarsular gibi su kaynaklarinin atiklar icin alici
ortam olarak kullanilmasi sonucu, derisimleri siirekli artan tarimsal kimyasallardan olan
pestisitler sucul organizmalar tarafindan biinyelerine alinmaktadir.

Her gecen giin tarima elverigli alanlar giderek azalmaktadir. Bu yiizden birim
alandan gelecek {irlin miktarmin arttirilmast gerekmektedir. Bu yontemlerden biri de
herbisitler ile yapilan kimyasal miicadele yontemidir. Ancak, bu tarim ilaglarinin
bilingsiz ve kontrolsiiz kullannmi1 sonucu c¢evrede olusturdugu olumsuz etkiler
giintimiiziin 6nemli sorunlarindan biridir.

Baliklar ¢evresel kirligin izlenmesinde uygun indikatorlerdir. Ciinkii hem
beslenme yoluyla hem de direkt olarak sudan Kkirleticileri alarak dokularinda
yogunlastirirlar. Boylece besin zinciri yoluyla kirliligin tasinmasina neden olurlar [1,2].

Ziral miicadele yontemleri iginde yabani otlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak
kullanilan herbisitlerden biri de 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit herbisitidir). 2,4
diklorofenoksiasetik asit ve diger insektisit tiirevleri baliklar i¢in oldukga toksik olup,
diisiik sicakliklarda daha zehirlidir.

2,4-D yaklasik 50 yildir diinyada yaygin olarak kullanilan bir herbisittir Bundan
dolay1 soguk su baliklarinda, sicak su baliklarindan daha etkilidir. Asetilkolin biiyiik
biyolojik dneme sahip bir esterdir [3]. Asetilkolinesteraz enzimi baslica beyinde, sinir
hiicrelerinde, kasta ve eritrositlerde bulunur. Enzim g¢esitli hayvan tiirlerinde de

yaygindir.



Proteinler yasamsal oneme sahip hayvan ve insan hiicrelerinde en bol bulunan
organik bilesikleridir. Biitiin biyolojik olaylarda hayati gorevleri vardir. Bunlar farkli
bir¢ok biyolojik fonksiyonu yerine getirirler. Bunlardan biride enzimatik katalizlemedir.

Katalittk RNA molekiillerinin bir gurubu hari¢ biitiin enzimler protein
yapisindadir. Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin hemen hemen tamami
enzim adi1 verilen spesifik makromolekiiller tarafindan katalizlenmektedir.

Enzimlerin olaganiistii bir katalizleme giicii vardir. Ornegin 1 dakikada 36 milyon
molekiilii degisiklige ugratan enzimlerde bulunmaktadir. Enzimler substratlarina karsi
oldukca 6zgiil davranmakta ve bir molekiiliin ancak belli bir kismina etki etmekte ve bu
bolgeden bir veya birka¢ atomu veya fonksiyonel gurubu almakta veya ilave etmektedir.
Boylece canli sistemlerdeki kimyasal doniisiimlerin tamamina yakini enzimlerce
gerceklestirilmektedir.

Canli sistemlerde tepkimelerin enzimatik katalizleri sarttir. Biyolojik olarak uygun
kosullarda, katalizlenmeyen tepkimeler yavas gergeklesme egilimindedir. Pek ¢ok
biyolojik molekiil nétral pH, orta derecede sicaklik ve hiicre i¢i sivi ortaminda ¢ok
kararlhdir.

Ayrica biyokimyadaki bircok yaygin tepkime, tepkime i¢in gerekli olan belli
yonelimdeki iki veya daha ¢ok molekiiliin carpigmasi veya kararli olmayan ytkli
aracilarin gecici olusumu gibi hiicre ortaminda olanaksiz veya tercih edilmeyen
kimyasal olaylar1 gerektirir.

Yiyeceklerin sindirimi, sinir uyarilariin gonderilmesi veya kas kasilmasi i¢in
gerekli tepkimeler kataliz olmazsa yararli bir oranda olusmazlar. Bir enzim bu
problemleri belli bir tepkimeyi enerjetik olarak daha tercih edildigi 6zgiil bir ortam
saglayarak ortadan kaldirir.

Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayiric1 6zelligi; aktif yer olarak adlandirilan
enzim tzerindeki smirlandirilmis bir bolgenin i¢inde meydana gelmesidir. Aktif yere
baglanan ve enzimin lizerinde aktivite gosterdigi molekiil substrat olarak adlandirilir.
Aktif bolge yiizeyi, yan gruplari substrata baglanan ve bunun kimyasal

transformasyonunu katalizleyen amino asit kalintilariyla olusturulmustur.



Ik olarak 1880°de Adolphe Wurtz tarafindan varhigi gdsterilmis olan enzim-
substrat kompleksi; enzim aktivitesinde merkezi bir rol oynar. E-S kompleksi, ayn
zamanda enzim mekanizmalarinin teorik tanimlanmasi ve enzimle katalizlenen
tepkimelerin  kinetik davranisim1 agiklayan matematiksel islemler icin baglama
noktasidir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilmektedir. Fakat
aktivite gdstermesi i¢cin mutlaka hiicre i¢inde bulunmalar1 gerekmez. Hiicre disinda da
optimum sartlar1 saglanirsa aktivite gosterirler. Bugilin enzimler hiicreden ¢ikmis ve
cesitli bakimdan giinlik ve ekonomik hayata girmistir. Giiniimiizde ekmek, bira ve
peynir lretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi giinlik hayatta ve bir
saglik alan1 olan tipta teshis ve tedavide enzimler biiyiik rol oynamaktadirlar.

Enzimler yalnmz tipta degil diger bir¢ok alanda da 6nem kazanmistir. Bugiin
enzimlerin kimya sanayinde, ilag sanayinde, gida prosesinde, ziraatte ve hatta biyolojik
savasta pek cok kullanim alani bulunmaktadir. Enzimler her biyokimyasal siiregte
merkez durumundadir.

Enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin
parcalandig1 tepkime basamaklarinin yiizlercesini katalizler. Boylece kimyasal enerji
korunur, doniistiiriiliir ve basit dnciillerden biyolojik makromolekiiller iiretilir.

Enzim c¢alismast oldukca pratik Oneme sahiptir bazi hastaliklarda oOzellikle
kalitimsal genetik bozukluklarda bir ya da daha fazla enzimin eksikligi veya tamamen
yoklugu s6z konusu olabilir. Diger bir gurup hastaliga da enzimin asir1 aktivitesi neden
olabilir. Enzim aktivitelerinin kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku 6rneklerinde
Olctimii belli hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Bir¢ok ilag¢ tasarimi bu ilaglarin biyolojik

etkilerinin enzimlerle iligkisi g6z Oniine alinarak yapilmaktadir.



1.2 AMAC

Bu ¢alismanin amaci, dldiiriicii olmayan dozlarda uygulanan 2,4-diklorofenoksiasetik
asitin (zirai miicadelede kullanilan insektisit) Kiligkuyruk (Xiphophorus hellerii)
baliklarinin solunga¢ ve karaciger dokularinin Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi
tizerine etkilerini incelemektir.

Kontrol grubu diginda baliklar 96 saat siiresince 2,4-diklorofenoksiasetik asitin LC50
degerinin %80’inin etkisine birakilmas1 planlanmaktadir. 2,4-diklorofenoksiasetik asitin
toksik potansiyelini belirlemek amaciyla solunga¢ ve karacigerinde AChE enzim
aktivitesi spektrofotometrik yontemler kullanilarak belirlenmistir.

Son zamanlarda, O6zellikle bilim ve teknoloji’de yasanan gelismeler toksisite
olarak adlandirdigimiz ve kimyasallarin organizmada olusturdugu hasarin belirlenmesi
ve hasarlanma mekanizmalarinin hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
aydinlatilmasinda bilim adamlarina yardimci olmustur.

Herbisitler hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, protein sentezi ve solunum gibi bitki
metabolizmasimni diizenleyen hormonal dengeyi bozarlar. 2,4-D yaklasik 50 yildir
diinyada yaygin olarak kullanilan bir herbisittir ve bitki metabolizmasinda gerceklesen
enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi, protein sentezi ve hiicre boliinmesi gibi bazi
olaylarn etkileyerek bitki gelisimini engeller. Ancak, bunu yaparken secici olarak sadece
genis yaprakli yabani otlar1 elimine eder.

Bu o6zelliklerinden dolayr tarimda birim alandan alinan verimin arttirilmasi
amaciyla piyasaya sunulan herbisitler bilingsiz ve kontrolsiiz kullanildiginda akut ve
kronik zehirlenme, biyolojik dengenin bozulmasi, cevre ve besin kirlenmesi,insanlara
ve hayvan tiirlerine yonelik teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi bircok
acidan evrensel nitelikli cevre sorunlarina sebep olmaktadirlar.

Tiim bunlardan dolay1 bu ¢alismamda ki amag; zirai miicadele yontemleri i¢inde
yabani otlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak kullanilan 2,4-D herbisitinin oral
kullaniminin  kilig kuyrugu baligina etksi olusturdugu histopatolojik etkilerini

incelemektir.



Calismamizda enzim kaynagi olarak Kilickuyruk baliginin (X. Hellerii ) solungag
ve karaciger organlar1 secilmistir. Bir grup arastirmaci bir balik ¢esidinin degisik
dokularindaki asetilkolinesteraz enzimi iizerine organofosforlu pestisitlerin etkilerini
arastirmiglardir. Yapilan bir arastirmada, iki Meksika lagiiniinde yasayan Nil Tilapyasi
(Oreochromis niloticus) tiri baligin beyin AchE enzim aktivitesi {izerine
metilparathionun mevsimsel etkisini arastirilmistir. S6z edilen ¢alismada kolinesteraz
inhibisyonu, organofosfataz pestisitlerini belirlemede ve anlamada spesifik bir
biyomarkir olarak kullanilmistir. Bu in vitro teknik, sediment toksik testlerinde kirletici
maddeyi denetlemek i¢in dnemli bir yontem olarak da onerilmistir.

Parkins ve arkadaslar1 2000 yilinda Karbamath pestisitlerden Aldicarb, Aldicarb
sulfokside ve Aldicarb sulfan’in kanal kedi balig1 asetilkolinesterazi lizerine akut toksik
etkisini arastirmiglardir. Ancak yapilan calismada kanal kedi balifinin bu pestisitlere
gokkusagi alabaligr ve bliylik glines baligindan akut toksik etkisine daha az hassas
oldugu anlasilmistir.

Bu calismada, kanal baliginda Aldicarb’in in vivo metabolizmasi, plazma
kinetikleri, toksik etkisi ile AChE inhibisyonu incelenmistir. Geng¢ baliklarda LC50 9,7
mg.L-1 olarak belirlenmistir. Benzer bir ¢alismada farkli bir Cin baliginin farkl
dokularindaki AChE aktiviteleri lgiilmiistiir. Bu baliklar bazi organofosfatl pestisitlere
maruz kalmig baliklardir. Caligmada 3 farkli organofosfathi pestisit kullanilmistir.
Cevresel kirleticilerin etkilerinin sucul ortamlardaki sonuglarinin ortaya konulmasi
toksikolojik caligsmalar i¢in 6nem tagimaktadir.

Organizmalar degisen kosullara karsi hiicresel homeostazisi korumak
durumundadir. Su ortaminda pestisit ve agir metallerden akut ve kronik olarak etkilenen
en Oonde gelen canli grubu baliklardir. Solungaglar, baligin dis ylizey alaninin en genis
kismidir. Solungaglarin dis gevre ile siirekli temasi solungaglari sudaki kirleticilere karsi
ilk hedef yapar. Bu nedenle, kirleticilerin sebep oldugu solungaclardaki fonksiyonel
bozukluklar, baligin saglhigina 6nemli bir sekilde zarar verebilir. Buna ilaveten balik
solungagclari, su kirlilik seviyelerinin en uygun indikatorleri olarak diistiniilmektedir.

Balikk, insan i¢in Onemli bir besin olup baligin kronik olarak
kirleticilerden(kimyasallardan) etkilenmesi, dokularinda pestisit ve agir metalleri kronik

olarak biriktirmesi balig1 tiiketen insanlarin saghgini da ciddi olarak etkilemektedir. In



vitro ve in vivo c¢alismalarda bu kirleticilerin toksik etkilerinin aragtirilmasi ¢evre
kirliliginin toksikolojik degerlendirilmesi agisindan ¢ok dnemlidir.

Zirai miicadelede kullanilan herbisitlerin su canlilarina yonelik toksisitesi, oldukca
farkli bir durum gostermektedir. Genellikle, bu gruptan herbisitlerin etkilerinin artisina
paralel bir sekilde baliklara yonelik toksisitelerinin de yiikseldigi gdzlenmektedir.
Belirtilen durum, 6zellikle de zirai miicadele amaciyla yaygin bir sekilde dogrudan i¢
sulara bulasabilen 1s18a dayanikli herbisitlerde daha da belirginlesmektedir.

Herbisitler, biyotransformasyon hizlarinin yavas ve viicutlarindaki yari
Omiirlerinin uzun olmasi (genellikle 48 saat) nedeniyle su iirlinleri ve arilar i¢in oldukca
zehirli maddelerdir. Sularda bulunan sentetik herbisitler lipofilik (yagr seven)
ozelliklerinden dolayi, balik solungaclarindan emilerek kana gecerler. Boylece, biiyiik
Olciide metabolik degisikliklerden kurtulan bilesikler su canlilarinda damar ici
verilmelerine esdeger derecede toksik etki yapabilir.

Belirtilen nedenlerle, dogal sulara karisan 0.001-0.0001 mg/L yogunluklarindaki
herbisitler su canlilar i¢in 6ldiriicii olabilmektedir. Bu durumda sentetik herbisitlerin
organik klorlu herbisitlerden 100 kat daha fazla toksik etkinlige sahip oldugu
anlagilmaktadir.

Ozellikle 2,4-diklorofenoksiasetik asit 50 yildir iilkemizde yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir. Ben bu calismamda tarimsal alanlarda yogun olarak
kullanilarak sucul ortama toksik kirletici olarak bulasan 2,4 - diklorofenoksiasetik
asitin su canlilarina nasil etki ettigini gozlemlemek incelemek ve biyotoksik
arastirmalarla ilgili olarak 6nemli bir boslugu kapatmay1 amagladim. Ciinkii su canlilar
ozellikle baliklar insan i¢in Onemli bir besin oldugu icin baligin kronik olarak
etkilenmesi, dokularinda pestisit ve agir metalleri akut olarak biriktirmesi balig1 tiiketen

insanlarin sagligini da ciddi olarak etkilemektedir.



1.3 LITERATUR OZELLIiKLERI

Su kirliligini olusturan unsurlardan biri olan pestisitler, bitki hastaliklari, zararl
bocekler ve yabanci otlar gibi tarimsal {riinlerin azalmasina sebep olabilecek ¢esitli
etmenlere kars1 kullanilan kimyasal bilesiklerin hepsine birden verilen genel bir isimdir.
Ya da besin maddelerinin tiretimi, tiiketimi ve depolanmalar1 sirasinda besin degerini
bozan ve bitkilere zarar veren bocekleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilar1 yok

etmek icin kullanilan kimyasal maddelerdir.

Tarimsal ve diger zararlilarla miicadelede, biiyiik rol oynayan tarimsal miicadele
ilaglar1 pestisitler, istenmeyen bazi yan etkilere de yol agmistir. Bilingsizce yapilan

pestisit uygulamalar1 insan, hayvan ve c¢evre saglhigini tehdit etmektedir (Yildirim,

2000).

Pestisitler, dogrudan suya yapilan uygulamayla (sivrisinek miicadelesinde, suda
yasayan bitkilere karsi, vb), imalat artiklariin desarjiyla, tarimdaki uygulamasini
takiben drenaj sularina, yiizey akisi, yagmur suyu ve sulama sularina karigsarak, bos
pestisit ambalajlarinin akarsu, g6l ve denizlere atilmasiyla, atmosferik olaylarla su
ortamina ulagmakla ve yerlesim bolgelerinde insektisit olarak kullanimla, kanalizasyona
karigsma ile genis bir alandaki sulara yayilirlar (Egemen ve Canyurt, 1996; Giiler ve

Cobanoglu, 1997; Atamanalp ve Yanik, 2001).

Pestisitlerin su igerisindeki hareketliligi kismen suda eriyebilirlik ve
formulasyonuna baglidir. Suda eriyebilen veya suda eriyebilecek sekilde formiile edilen
pestisitler su igerisinde dagilarak, pargalanma oOzelliklerine bagli olarak fotoliz ve
hidroliz olurlar. Ancak toz veya graniil formda bulunanlar su icerisinde askida kalarak
uzun siire aktif maddelerin yayilmasima neden olurlar. Balik ve diger sucul canlilar,
pestisitleri solunum, beslenme, ve deriden biinyelerine alirlar (Atamanalp ve Yanik,

2001).



Pestisitlerin tiiriine ve etki mekanizmalarina bagli olarak organizmalar iizerinde
akut ve kronik etkiler ortaya c¢ikar. Akut etkiler kisa siirede kendisini, maruz kalan
canlimin dliimiiyle gosterir. Kronik etkiler ise kirleticiye maruz kalan canlinin daha uzun
siirede farkl etkilerle kars1 karsiya kalmasina sebep olur. Kronik maruz kalma sonunda
pek cok metabolik faaliyet bozulur. Kronik etkiler arasinda, canlinin biiyiimesinde
gerileme, fizyolojik, biyokimyasal sorunlar, tireme bozukluklari ve anormal yeni

nesillerin ortaya ¢ikmasi sayilabilir.

Pestisitlerin etkilerinin belirlenmesinde akut etkiler yeterli olmayabilir hatta ¢ok
defa yaniltic1 da olabilir. Bu yiizden pestisitlerin kronik etkilerinin arastirilmasi ve elde
edilen bilgilere gore kararlar verilmesi, tedbirler alinmas1 gerekmektedir. Kronik etkiler
ortaya konulduktan sonra pestisitlerin kullanimu, {iretimi sinirlandirilabilir (Lloyd, 1992;

Egemen ve Canyurt, 1996; Cetinkaya, 2005).

Su ortaminda pestisitlerden akut ve kronik olarak etkilenen en dnde gelen canli
grubu baliklardir. Pestisitler, balik populasyonlarinin zayiflamasina, ticari degerlerinin
diismesine, populasyonun zamanla yok olmasina neden olmaktadir. Balik, insan igin
onemli bir besin oldugu icin baligin kronik olarak etkilenmesi, mesela dokularinda
pestisiti kronik olarak biriktirmesi balig1 tliketen insanlarin sagligim1 da ciddi olarak

etkilemektedir (Egemen ve Canyurt, 1996; Atamanalp ve Yanik, 2001).

Sucul organizmalara ve Ozellikle de baliklara yonelik toksisite ve tolerans
testlerinin yapilmasindaki temel amag; bir toksik maddenin hangi konsantrasyonlarda
organizmaya zararli, hangi seviyelerde goriiniir bir etki yapmadigmin belirlenmesidir.
Elde edilen sonuglarla, ilgili su kaynagindaki organizmanin saglikli olarak yasayip
treyebilmesi icin gerekli maksimum konsantrasyonlar belirlenerek, yapilmis olan
fizikokimyasal analiz sonuglarim1 yorumlamaya ve degerlendirmeye yonelik bilgileri
ilgili yerlere sunmaktir. Yapilan testlerle bulunan degerler, o tiir i¢in su kalitesi

standartlarinin ortaya konulmasinda kullanilir (Sprague, 1990).

Edwards ve Tchounwou (2005), metil parathion’in tarimsal bir insektisit olarak
genis bir alanda kullanilan, sertifikali kullanicilar tarafindan veya bu kullanicilarin
danismanligr ile kullanilan bir insektisit oldugunu, metil parathion’in organik fosfor
(OP)’lu  kimyasallarin smiflandirmasina uygun olarak asetilkolinesteraz (AChE)

aktivitesini engelleme kabiliyeti ile karakterize edildigini ifade etmislerdir.



1930’larda ortaya ¢ikan OP’lilerin, kimyasal savas ajanlar1 gibi tarihi olarak
kullanilan pestisit bilesiklerinin bir grubu oldugunu ve bu bilesiklerin, maruz kalan
organizmalarin sinir sistemi tizerinde derin bir etkiye sahip AChE inhibisyonunu geri
alimamaz sekilde etkiye sahip olduklarini, yagda coziindiiklerini rapor etmislerdir.
Fosfor igeren insektisitler olan OP’lilerin insektisit 6zelliklerinin ilk olarak, Almanya’da
2. Diinya savasi boyunca asir1 toksik OP’li bilesiklerden sarin (2-(floro-metil-fosforil)
oksipropan), soman (3-(floro-metil- fosforil) oksi-2,2-dimetil-biitan) ve tabun (etil N,N
dimetil fosforamidosiyanidat) sinir gazlar1 ¢alismalarinda goézlendigini, bu kimyasal
grubunun malathion, diazinon, chlorpyrifos, azamethiphos, dichlorvos, parathion gibi

insektisitleri i¢ine aldigini ifade etmislerdir.(2011)

Asetilkolinesteraz enzimi ilk defa 1938 yilinda elektrik baligimnin (Torpedo
marmoreta) elektrik organindan ekstraksiyon yoluyla saflastirilan bu enzim diger
esterazlardan asetilkolini hidrolize etmesi 0Ozelliginden dolayr kolaylikla ayirt
edilmektedir. Bu nedenle asetilkolinesteraz olarak adlandirilir. Birgok dokuda farkli

tipleri bulunmaktadir (Nachmansohhn ve Lededer, 1939).

Tip | kolinesteraz olan hakiki kolinesteraz, sinir dokusunda bulunur. Serumda ve
kirmiz1 kan hiicrelerindeki tip II kolinesteraz (Pseudokolinesteraz) yaninda hakiki
kolinesteraz da vardir (Nachmansohhn ve Lededer 1939, Nachmansohhn ve Rothenberg

1944a, Nachmansohhn ve Rothenberg 1944).

Wheelock ve ark. (2005), AChE aktivitesinin OP’li ve karbamatli pestisitlere
maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak izlenmesinin geleneksellestigini, AChE
aktivitesinin bu agrokimyasallar icin ¢ok duyarli bitim noktast olmayabilecegini,
OP’lilerin AChE aktivitesini etkilemeyen konsantrasyonlarda ters fizyolojik etkilere
sebep olabilecegini rapor etmislerdir. Enzim ailesiyle iliskili olan karboksilesterazin
bazi OP’liler ve karbamatlilar icin AChE’den daha yiiksek afiniteye sahip oldugunu ve
bu pestisitlere maruz kalmis c¢evrenin ¢ok duyarli indikatérii olabilecegini
bildirmislerdir. Jiivenil Oncorhynchus tshawytscha baliklarini OP’li chlorpyrifosa

maruz birakarak karboksilesteraz ve AChE aktivitelerini 6l¢miislerdir.

Chlorpyrifosun yiiksek dozunda (7.3 pg/L) AChE inhibisyonu beyin (% 85) ve kas
(% 92) dokusunda 6nemli bulundugunu, diisiik dozda (1.2 pg/L) ise dnemsiz oldugunu
tespit etmislerdir (Chang ve ark. 2006) .



Tatlisu Karidesi Macrobrachium rosenbergii’yi trichlorfonun 0, 0.2, 0.4 mg/l
konsantrasyonlarina 24 saat silireyle maruz birakarak toksisitesini belirlemeye
calismiglar, AChE aktivitesini 0lgmiislerdir. Buna gore; 24, 48, 72 ve 96 saat LC50
degerini sirasiyla 0.7739, 0.3513, 0.2697 ve 0.2555 mg/L olarak belirlemislerdir. 0.4
mg/L trichlorfon grubunda hemolenf ve hepatopankreasin AChE aktivitesinin azaldigini
tespit etmislerdir. Macrobrachium rosenbergii solungaglarinda hemasoelik boslukta
hemositik infiltrasyon, lamellanin sistigini, eridigini ve nekrotik, hiperplastik ve ucu

kalinlagsmig lamellalarin oldugunu gézlemlemislerdir (John 2007).

1996 yilinda Tirkoglu sigir serum ve eritrositlerinden asetilkolinesterazi afinite
kromatografisiyle saflastirmis ve bu saf enzim {izerine bazi pestisitlerin etkilerini
arastirmistir. Calismada sepharose-4B-EDCI kolonu kullanilarak sigir serum ve
eritrositlerinden asetilkolinesteraz saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin safligi kontol
edildikten sonra, 8 ayr1 pestisidin etkisi aragtirllmistir. Enzim saflagtirma orani sigir
serumu i¢in 4301 kat, sigir eritrositi i¢in 4367 kat olarak bulunmustur. Kullanilan her

bir pestisidin K; ve lsp degerleri tespit edilmistir (Tiirkoglu, 1996).

2000 yilinda Aliriz ve Tiirkoglu Van Golii baliginda (Chalcalburnus Tarichi)
asetilkolinesteraz enzimini saflastirmislar ve kinetik 6zelliklerini arastirmislardir. Van
Goli Baligi (Chalcalburnus tarichi) plazma ve eritrositlerinden asetilkolinesteraz
enziminin afinite kromatografisi ile saflastirllmast incelenmistir. SDS-PAGE
elektroforezi ile enzim safligi kontrol edilmistir. Saflagtirma oranlar1 plazma AChE igin

3251.6, eritrosit AChE icin ise 8500 olarak bulunmustur (Aliriz ve Tiirkoglu, 2000).

Orhan ve arkadaglar1 tarafindan 2004 yilinda 21 ¢esit tibbi bitkinin kloroform:
metanol (1:1) ekstraktlarinin hem asetilkolinesteraz hemde biitirilkolinesteraz enzimleri
lizerine inhibisyon etkileri aragtirllmistir. Bu in vitro ¢alismada bitkilerden bazilarinin %
inhibisyon oranlarmi &nemli 6lgiide degistirdigi goriilmiistiir. Ozellikle Ericaceae
familyasindaki bazi bitkilerin asetilkolinesterazi, Fumariaceae ve Caeselpiniaceae
familyasindaki bazi1 bitkilerin ise biitirilkolinesterazt kuvvetle inhibe ettikleri

anlasilmistir ( Orhan ve ark., 2004).

Rodriguez-Fuentes ve arkadaslar1 iki Meksika lagliniinde yasayan Nil Tilapyasi
(O.niloticus) tiirii baligin beyin AChE si iizerine metilparathionun mevsimsel etkisini

arastirmiglardir. Bu c¢alismada kolinesteraz inhibisyonu, organofosfataz pestisitlerini
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belirlemede spesifik bir biyobelirte¢ olarak kullanilmistir. Bu in vitro teknik, sediment
toksik testlerinde kirletici maddeyi denetlemek icin Onemli bir yontem olarak da

onerilmistir (Rodriguez-Fuentes ve ark., 2000).

Keane ve arkadaslar1 Galleria mellonella’den izole edilen asetilkolinesteraz
enzimi tizerine baz1 monoterpenlerin etkilerini arastirmislardir. Galleria mellonella’nin
beyninden Once afinite kromatografisi, daha sonra iyon degisim kromatografisi
kullanilarak asetilkolinesteraz enzimi saflastirilmis ve safligt SDS-PAGE jel
elektroforeziyle kontrol edilmis ve sonucta 283 kat saflastirildigi bulunmustur. Bes
monoterpenin bu enzim iizerine etkileri aragtirilmis ve K; degerleri bulunmustur (Keane

ve ark., 1999).

Karbamatli pestisitlerden Aldicarb, Aldicarb sulfoksit ve Aldicarb sulfan’in kanal
kedi baligi (Pterygoplichthys multiradiatus) asetilkolinesterazi iizerine akut toksik
etkisini Parkins ve arkadaslar1 2000 yilinda calismislardir. Ancak yapilan ¢aligmada
kanal kedi baliginin bu pestisitlere gokkusagi alabaligi ve biiyiik giines baligindan akut
toksik etkisine daha az hassas oldugu anlasilmistir. Kanal baliginda (Pterygoplichthys
multiradiatus) Aldicarb’in in vivo metabolizmasi, plazma kinetikleri, toksik etkisi ile
AChE inhibisyonu incelenmistir. Geng baliklarda LCso 9,7 mg.L-1 olarak belirlenmistir
(Parkins ve ark., 2000).

Benzer bir c¢alismada da Cin baliginin  (Myxocyprinus asiaticus) farkli
dokularindaki AChE aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Bu baliklar baz1 organofosfatli pestisitlere
maruz kalmis baliklardir. Calismada 3 farkli organofosfatli pestisit kullanilmistir.
Rahman ve arkadaslar tarafindan 2004 yilinda yapilan bu calismada 1Cso degerlerinin

yaninda enzimin Vya Ve Ky sabitleri de bulunmustur (Rahman ve ark., 2004).

2003 yilinda Rhee ve arkadaslar1 bazi bitki ekstraktlarinin asetilkolinesteraz
enzimi tizerine etkisini hizli 6l¢iim metodunu kullanarak tayin etmislerdir. Calismada
rastgele segilen 29 bitkininn % 30’ luk metanol ekstraktlar1 kullanilmistir. Bunlardan
dordii kuvvetli inhibisyon etkisi gosterirken digerlerinin zayif inbisyon etkisi gosterdigi
bulunmustur. Bitkilerin soganlari, kokleri ve ufak kok boliimleri rastgele secilerek

ekstrakte edilmistir (Rhee ve ark., 2003).
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Yilan Baligi’da (Anguilla anguilla) 96 saat siire ile 0.22 ppm thiobencarb
etkisinde géz dokusunda spesifik AChE aktivitesinin %75 oraninda azaldigi, maksimum
azalmanin 12. saatte meydana geldigi saptanmistir (Sancho ve ark., 2000). Yilan
Baligi’da (A. anguilla) 96 saat siire ile 0.22 ppm thiobencarb etkisinde beyin
dokusunda AChE aktivitesinin 2. saatten itibaren azaldigi, toplamda %20 inhibisyon
meydana geldigi bildirilmistir. Depurasyon siiresince AChE aktivitesinde inhibisyon
gozlenmemis tam aksine enzim aktivitesinde artma meydana gelmistir (Fernandez-

Vega ve ark., 2002).

Sazan baligi’'nda (Labeo rohita) 15, 30 ve 45 giin siire ile cypermethrin
uygulamasinin beyin dokusunda AChE aktivitesini 45. giinde énemli derecede azalttig

saptanmistir (Das ve Mukherjee, 2003).

Giines baligi’ta (Lepomis macrochirus) beyin dokusunda 1.0 pg/L endosiilfan

etkisinde AChE aktivitesinin énemli derecede azaldig1 gosterilmistir (Dutta ve Arends,
2003).

Nil Tilapyasi’ta (O. niloticus) 1, 7 ve 15 giin siire ile 0.27, 0.54, 0.81 ve 1.35 ppm
etoxazole uygulamasmin karaciger dokusunda, AChE aktivitesi ile malondialdehit
miktarina etkileri arastirilmistir. AChE aktivitesinde inhibisyon gdzlenmistir.
Malondialdehit miktarinda 1. ve 15. giinlerde degisim olmazken 7. glinde artis meydana

gelmistir (Orug ve ark., 2004).

Chlorpyrifos ve carbosulfan etkisinde O. niloticus’ta karaciger dokusunda
kolinesteraz aktivitesinin beyin dokusuna oranla daha yiiksek oldugu ve chlorpyrifos’un

daha toksik oldugu bildirmistir (Chandrasekera ve Pathiratne, 2005).

Mikrositinler, 80 cesidiyle siyonobakteriyel toksinlerin ¢esidi olarak kabul edilir.
Bu toksinler bazi organizmalarda genellikle protein fosfat iiretimini ve oksidatif stres
yaratilmasint engellemektedir. Daha Onceki calismalarin da gosterdigi gibi bu
mikrositler hem beyinde toplanmakta hemde balik tiirlerinin davranislarii
etkilemektedirler. Bu calismada da zebra baliklarinda in vitro ve in vivo etkiler
incelenmistir. Farkli konsantrasyondaki AChE aktivitesi test edilmistir. In vivo
caligmalarda 100 pg/L miktarinda ki mikrositler, zebra balig1 suda ¢oziinen bir toksin
salgiladiginda AChE  aktivitesinde o©Onemli bir artis meydana getirmektedir.

Intraperitonal, enjekte edildiginde ise 6nemli bir degisim olmamaktadir.
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Bunun yani sira zebra baligimin beyninde AChE aktivasyonu, norotoksik bilesiklerin
ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Mesela, AChE fare eritrositlerinde ve zebra baliginin
farkli bolgelerinde protein aktivitesini diizenlemektedir. Buna ilave olarak akut etanolun
ortama karigmasindan sonra zebra baliginin beyninde AChE aktivitesinde 6énemli bir

artis olmamaktadir. (L. Kist 2012).

Gokkusagr baliklart kimyasal kirlenmeye maruz kaldiklarinda  bagisiklik
sistemleri etkilenmektedir. Bir bagka caligmada da gokkusagi baliklarinda ortamda ki
herbisit varliindan dolayr meydana gelen AChE aktivitesinde goriilen degisimler
arastirilmistir. Bu calismada gokkusagi baliklarinda, herbisitlerin aktif maddesi olan
pendimetalinin in vivo etkileri aragtirllmigtir. Arastirmada onar tane baliktan olusan
toplam ii¢ grup olusturulmustur. Once baliklara on bes giin madde konmamis
akvaryumlarda ortama alistirilmistir. Daha sonra yirmi sekiz giin boyunca farkli
konsantrasyonlarda pendimetalin verilmistir. (Birinci gruba 100 pg/L, ikinci gruba 200
pug/L, iglinci gruba 300 pg/LL olmak iizere.). Daha sonra akyuvar hiicre sayimi,
diferansiyel 10kosit sayimi, hiicre 6liim oran1 ve fagositoz aktivitesi dl¢lilmiistiir. Bunun
sonucunda, alternatif tamamlayici olan hemotolik aktivitesi, lizozom konsantrasyonu ve
stres parametresi analiz edilmistir. Pendimetalinin konsantrasyonu arttik¢a buna dogru
orantili olarak baliklarda meydana gelen bagisiklik sisteminde ki diislislerde artmastir.
Sonu¢ olarak baliklarin yasam ortami olan akvaryuma eklenen pendimetalinin

konsantrasyonu AChE aktivitesini daha 6nceye gore diisiirmiistiir (M. Darion 2012)

Zebra baliklarinin beyin aktiviteleri iizerine arastirmalar yapilmistir. Calismada
zebra baliklarma 500 pg/L insektisit verilmistir. Zebra baliklarinin beyin aktivitelerinde
ki sinaptik uyarilarda aksamalar meydana gelmistir. Akyuvar hiicre sayimi, diferansiyel
16kosit, 10kosit sayimi, hiicre 6lim orani ve fagositoz aktivitesi Ol¢iilmiistiir. AChE
yapisal olarak asetilkoline benzeyen organofosfor ve karbamat insektisitlerin baslica
hedefidir. Insektisitlerin enzimlerle baglanmasi iizerine, AChE aktif bolgelerde ki
artiklarin fosforlasma ve karbomolasyonundan dolay: aktifligini yitirmektedir. Bunun
bir sonucu olarak sinaptik membranlarla depolarize olarak kalmasiyla sinaptik aktarimi

gerceklesmemektedir. (Rosemberg D.2012)

Diinya capinda kullanilan ilaglarin ¢cogu zehirlidir, ve ¢evrede onlara uzun siire

maruz kalan canlilar ciddi problemlerle karsi karsiya gelir. Mevcut ilaglarin arasinda
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olan orgonofosfat ve karbamat (bocek oldiiriicii ilaglar) zehirli bilesiklerin dnemli bir
smifini temsil eder. Onlarin zehirliligi, AChE eksikligine neden olur. Orgonofosfat ve
karbamat, orgonoklorlu insektisitler cevreye olumsuz etki eder. Bunlarin yogun
kullanimi1 yer suyunun kirlenmesine dolayisiyla yiyeceklerinde kirlenmesine sebep olur.

(P. Raghu, T. Madhusudana 2012)
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BOLUM 2
MATERYAL VE METOD

2.1. ENZIMLER VE ENZIMLERIN GENEL OZELLIKLERI

Enzimler, oldukg¢a o6zellikli proteinlerdir. Enzimler substratlart igin yiiksek
Ozgiilliige sahiptir, kimyasal tepkimeleri miithis derecede hizlandirir ve pH ve sicakligin

optimum kosullar1 altindaki s1v1 ¢ozeltilerde islev goriir.

Canli sistemlerde tepkimelerin enzimatik katalizleri sarttir. Biyolojik olarak uygun
kosullarda, katalizlenmeyen tepkimeler yavas gerceklesme egilimindedir. Pek ¢ok
biyolojik molekiil nétral pH, orta derecede sicaklik ve hiicre i¢i sivi ortaminda ¢ok
kararlidir. Besinlerin sindirimi, sinir uyarilarinin goénderilmesi veya kas kasilmasi gibi
tepkimeler kataliz olmazsa yararli bir oranda olugmazlar. Bir enzim bu problemleri belli
bir tepkimeyi enerjetik olarak daha tercih edildigi 6zgiil bir ortam saglayarak ortadan
kaldirir.

Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayiric1 6zelligi; aktif yer olarak adlandirilan
enzim iizerindeki siirlandirilmig bir bolgenin i¢inde meydana gelmesidir. Aktif yere
baglanan ve enzimin lizerinde aktivite gosterdigi molekiil substrat olarak adlandirilir.
Aktif bolge yiizeyi, yan gruplari substrata baglanan ve bunun kimyasal

transformasyonunu katalizleyen amino asit kalintilariyla olusturulmustur.

IIk olarak 1880°de Adolphe Wurtz tarafindan varligi gosterilmis olan enzim
substrat kompleksi; enzim aktivitesinde merkezi bir rol oynar. E-S kompleksi, ayni
zamanda enzim mekanizmalarinin teorik tanimlanmasi ve enzimle katalizlenen
tepkimelerin  kinetik davranisini agiklayan matematiksel islemler icin baglama

noktasidir (Nelson ve Cox, 2005).

Yasam, giiclii ve 6zgil katalizorler olan enzimlere baglidir. Hemen hemen biitiin
biyokimyasal tepkime bir enzim tarafindan katalizlenir. Birka¢ katalitik RNA hari¢
biitiin bilinen enzimler, proteindir. Enzimler yaygin olarak enzimatik tepkime hizini

105-107 Vax arasinda bir faktorle hizlandiran olaganiistii etkili katalizorlerdir.

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan
azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayin inhibisyon, bu olaya sebep olan bilesiklere de

inhibitdr denilir. Enzimatik aktiviteyi kontrol eden bu kii¢iikk molekiiller, biyolojik
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sistemler tizerinde biiyiik ol¢iide kontrol sagladiklart i¢in ¢ok Snemlidirler. Bir ¢ok

ilaclar ve toksik maddeler de enzim inhibitorii gibi davranirlar.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bash basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugundan énemli bir olaydir. Bir¢ok ilaclar ve zehirli bilesikler de
etkilerini bu yolla gosterir. Inhibitérler enzim etki mekanizmalarinin, aydinlatilmasinda
biyokimyacilar i¢in ¢ok 6nemli bir ara¢ fonksiyonunu gormiistiir. Enzimatik inhibisyon
dontistimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Donlislimsiliz inhibitér enzime kovalent olarak

baglanir veya zor ayrigabilen bir kompleks olusturur.

Doniistimsiiz inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor
etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi
yarismali (Kompetitif) olanidir. Yarigmali inhibitdr, yap1 itibariyla substrata benzer ve
enzimin aktif bolgesine baglanir. Bdylece substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur.

Fakat substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibitor etkisi kaldirilabilir.

Yani enzimin Vmax degeri degismez. Clinkii hem enzim-substrat, hemde enzim-
inhibitér kompleklerinin ayrigmalar1 bir denge reaksiyonu oldugundan substrat

konsantrasyonunun artirilmasi dengeyi ES kompleksi lehine kaydirir.

Yarismali inhibitorler siklikla substrata benzeyen ve bir enzim-inhibitér kompleksi
olusturmak i¢in enzimle birlesen bilesiklerdir. Bu tipin hizla seyreden bilesimleri bile
enzimi negatif etkileyecektir. Substrata benzeyen inhibitorlerin molekiiler geometrisi
dikkate alindiginda biz normal substratin hangi kisminin enzime baglandig1 hakkinda

sonuca ulasabiliriz.

Yine doniisiimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve
substrat enzim molekiillerine ayn1 anda baglanabilir. Bu baglanmanin enzimin ayn1 dort
bolgesine olmadigini gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover
sayisini yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor

arasinda yarisma s6z konusu degildir.

Bilindigi iizere metabolizmanin igerisinde yer alan birgok metabolik yolun
diizenlenmesi yapilmaktadir. Metabolizma minimum enerji ve maksimum diizensizlik
prensiplerine gore hareket eder. Metabolik yollar diizensiz bir sekilde islemez. Bunlar
cesitli etkilerle kontrol altina almirlar. Enzimlerde bu kontrol gorevini iistlenen

faktorlerden biridir. Enzimlerin aktiviteleri bazi bilesikler tarafindan artirilarak,
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azaltilarak ya da yok edilerek metabolik yolun hizi ayarlanmig olur. Burada etkili
olanlar ara {irlin ihtiyact ve enerji ihtiyacidir. Enzimlerin aktivitelerini etkileyen bu
bilesiklere modiilatorler denilmektedir. Modiilatorler aktiviteyi artirici yonde olan

aktivatorler olabildigi gibi aktiviteyi azaltici yonde olan inhibitorlerde olabilir.
2.1.1. Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolin biiyiik biyolojik 6neme sahip bir esterdir. Onun gii¢lii farmakolojik
etkisi 1906 yilinda bulunmustur. Onceleri baz1 farmakolog ve fizyologlar, bu esterin
sadece sinir uglarindan etkiledigi organa veya sinir ucundan ikinci sinir hiicresine, sinir
impulsu tasima gorevi olduguna inaniyorlardi. Son yillarda yapilan c¢aligmalarla bu
esterin sadece bu gorevi yapmadigi ayrica sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel

akimin olugsmasinda da gorevli oldugu bulundu.

Oldukga spesifik olan ve yalnizca asetilkolini hidroliz eden ester dis ¢evre ile lifin
i¢ kismi1 arasinda konsantrasyon farkliliklarinin olugsmasi neticesi sodyum iyonu gegisi
ve bir elektrik akiminin meydana gelmesine de sebep olmaktadir. Bu olayin sonunda
ester, asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek inaktif hale getirilir. Hidroliz

sonunda iki tane inaktif kissim meydana gelir. Bunlar, kolin ve asetik asittir.

O I1(CH3)3N+C;H4 O-C-CHj3 + H,0 (CH3)3N+C,H,OH + CH 3COOH

Bir siire sonra inaktif formlar restore edilerek eski haline donerler ve sonraki
impulsu gecirmeye hazir hale gelirler. Enzimin bu etkisi iletimin esasini olusturur.
Asetilkolinesteraz enzimi baglica beyinde, sinir hiicrelerinde, kasta ve eritrositlerde

bulunur.

Enzim hayvanlar aleminde de yaygindir. Ornegin tavuk beyninin 400-500 mg’1
milisaniyede 1014 molekiil asetilkolini hidroliz edebilir. Elektrik baligmin (Torpedo
vulgaris) elektrik organi en zengin AChE kaynaklarindan biridir. Kolinesteraz, ilk

kesfedildigi yer olan insan serumunda bulunur.

Son yillarda spesifik AChE, eritrositte bulunan AChE’den farkli olarak serum da
bulundu. Serum ve eritrosit AChE’nin optimum pH’s1 yaklagik 7.2°dir. Bununla birlikte
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her iki enzim de farkli optimum substrat konsantrasyonuna sahiptir. Serum AChE
aktivitesinin Olglimii hastaliklarin teshisinde kullanilir. Ciinkii normal degerin
degisikligi cesitli hastaliklara, O0rnegin; hepatitler, habis timorlii hastalar, astim ve

akciger tiiberkiilozunda ortaya ¢ikar.

Uyartlmig bir noéron tarafindan salinan asetilkolin sinaptik araliktan veya
noromiiskiiler bileskeden postsinaptik ndron veya kas hiicrelerine dogru birkag
mikrometre ilerleyerek burada asetilkolin reseptoriiyle etkilesir ve alict hiicrenin

elektriksel olarak uyarilmasini (depolarizasyonunu) tetikler.

Asetilkolin reseptorii allosterik bir protein olup, iki o altbirimi {izerinde, iyon
kapisindan yaklasik 3.0 nm uzaklikta iki yiiksek ilgili asetilkolin baglanma yeri
icermektedir. Asetilkolin baglanmas1 iyon kanalinda kapalidan agiga dogru bir
konformasyon degisikligine neden olmaktadir. Islem pozitif kooperatiftir: birinci yere

asetilkolin baglanmasi ikinci yerin asetilkolini baglama ilgisini artirmaktadir.

Presinaptik hiicreler kisa bir siire asetilkolin salgiladigr zaman, postsnaptik hiicre
reseptoriiniin her iki bolgesi de kisa siireli isgal edilir ve kanal agilir. Bu durumda Na®
veya Ca*? zardan gecebilir ve bu iyonlarin hiicre i¢ine akisiyla plazma zar1 depolarize
olarak, dokunun tipine gore degisiklik goOsteren daha sonraki olaylar1 baglatir.
Noromiiskiiler bileskede ise kas lifinin depolarizasyonu kas kontraksiyonunu tetikler.
Sinaptik yariktaki asetilkolin derisimi normalde, yarikta bulunan asetilkolinesteraz

enzimiyle hizla distiriliir.

Asetilkolin diizeyleri birka¢ milisaniyeden fazla yiiksek kalirsa, reseptor
duyarsizlastirilmasi ortaya ¢ikar. Reseptor kanali, kapali ve asetilkolinin ¢ok siki bagl
oldugu iiglincii bir konformasyona doniisiir. Asetilkolinin baglanma bdlgelerinden yavas
serbestlesmesi, reseptoriin kapali ve asetilkolin diizeylerine yeniden duyarli oldugu

dinlenme durumuna gelmesine olanak saglar.
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2.2. PESTISITLER

Tarimsal iirlinlerin verim ve kalitesini artirmak i¢in modern tarim tekniklerinin ve
girdilerinin  kullanilmas1 gerekmektedir. Bitki koruma {iriinleri igerisinde yer alan
pestisit kullanomi da bu girdilerden biridir ve modern tarimin tamamlayict bir
bilesenidir. Pestisit kullanimi, tarimsal iiriinii hastalik, zararli ve yabanci otlarin
zararindan koruyabilmek, kaliteli iiretimi giivence altina alabilmek i¢in kullanilan bir
tarimsal miicadele sekli olup, 1940 11 yillardan beri iretimi arttiran en Onemli
bilesendir. Kisa siirede etki gostermesi ve kullaniminin kolay olmasi nedeniyle, pestisit
kullanimi en ¢ok tercih edilen yontemdir. Hastalik, zararli ve yabanci otlara karsi farkl
zirai miicadele yontemleri arasinda, % 95’in {izerinde bir paya sahip olan kimyasal
miicadele bugiin de gecerliligini korumaktadir. Pestisitlerin kullanilmadigi durumlarda
tirtinlerde % 60’ lara varan oranlarda kalite ve verim diistikligli oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle, iiriin kaybina sebep olan zararli organizmalar1 kontrol etmek amaciyla tim
diinya tlkelerinde oldugu gibi, {iilkemizde de bitki koruma iiriinlerinin kullanilmasi

kagimilmazdir.

Pestisit kullanimi1 her ne kadar tarimsal bir faaliyet olarak goziikmekte ise de
yukarida adi gecen IPM (Integrated Pest Management) ilkeleri geregi, pestisitlerin
uygulama aninda ve uygulamadan sonra akibetleri bircok bilim disiplinlerini
ilgilendirmektedir. Bunlar tarim, biyoloji, kimya, fizik, ekoloji, tip, miihendislik,

ticaret, ekonomi ve kalint1 analizlerinin giivenirlik degerlendirmesi i¢in istatistiktir.

Ancak, pestisitlerin kullanimi insan saglig1 ve ¢evreye olumsuz etkileri gibi bir¢cok
sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun ve bilingsiz bir sekilde kullanilmalari
sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin kendisi ya da doniisiim tirlinleri
kalabilmektedir. Tiim diinyada tarimsal sistemin ayrilmaz bir pargasi olarak pestisit
kullaniminda tarimsal {iriinlerde kalint1 riski ve ¢evreye olumsuz etki yapmas1 dikkatle

tizerinde durulmasi gereken bir konudur.

Asirt ve bilingsiz kullanim sonucu artan pestisit tiiketimi ¢evre kirlenmesi ve
insan sagligi acisindan cesitli sorunlarin ortaya c¢ikmasina yol agmistir. Bu sorunlar

asagida siralanmistir.

19



a) Pestisitler kanser, dogum anormallikleri, sinir sistemi zararlar1 ve uzun dénemde

olusan yan etkilere neden olurlar,
b) Pestisitler ve parcalanma iiriinleri toksik maddeleri igerirler,
¢) Parcalanma iiriinlerinden bazilar1 ana pestisitten daha toksik ve kalicidir,

d) Uygulanan pestisite ve uygulama kosullarina bagli olarak, ¢evre kirliligine neden

olmaktadr,
e) Asir1 buharlasabilenler soludugumuz havayi kirletmektedir,

f) Asirt kullanimi organizmalarda ilaca karst direng olusturmakta, pestisit uygulamasi

basarisiz olmaktadir,

g) Hedef alinan ve alinmayan zararlilarin dogal diismanlarini ve faydali organizmalari

da oldiirerek yeni salginlar olusturmaktadir.

Her gegen giin tarima elverigli alanlar giderek azalmaktadir. Bu yiizden birim
alandan gelecek iiriin miktarinin arttirllmast gerekmektedir. Bu yontemlerden biri de
herbisitler ile kimyasal miicadele yontemidir. Ancak, bu tarim ilaglarinin bilingsiz ve
kontrolstiz kullanim1 sonucu ¢evrede olusturdugu olumsuz etkiler gliniimiiziin énemli

sorunlarindan biridir.

Her ne kadar kimyasal miicadele, tarimsal miicadelede bir yontem ise de, tiim
miicadele yontemleri arasinda en fazla kullanilanidir. Clinkii kimyasal miicadele yiiksek
etkinlige sahiptir, hizli sonug verir, bilingli ve kontrollii kullanildiginda ekonomiktir ve

tirtinii toksin salgilayan organizmalardan da koruyabilir.
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| Pestisitler |

Insektisit (Boceklere Karsi)

|1

Herbisit (Yabanci otlara karsi)

—{Fungisi

Akarisit (Akarlara Karsi)

Rodentisit (Kemirgenlere kars1)

Nematisit (Nematodlara karsi)

Molluskisit (Yumusakcalara kars1)

Bakterisit (Bakterilere karsi)

INNRNN

Virisit (Virislere karsi)

Sekil 2.1 : Pestisitlerin kullanim amaglarina gore siiflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri
zararli ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine gore, icerdikleri aktif
maddenin cins ve grubuna gore, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore cok

degisik sekillerde siniflandirilirlar.

Bunlardan en ¢ok kullanilan smiflandirma sekilleri ise kullanildiklar1 zararli
gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan simiflandirmalardir.
Kullanildiklar1 zararli gruplarina ya da hedef alinan organizmaya gore yapilan

siiflandirmada; en 6nemli {i¢ biiyiik pestisit grubu, insektisit, fungisit ve herbisitlerdir.

Sekil 1’ de pestisitlerin hedef alinan organizmalara gore siiflandirilmas: sematize
edilmistir. Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmalarinda en 6nemlileri,

organik klorlu pestisitler, fosforlular, karbamatlar, dogal ve sentetik piretroidlerdir.
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Tiirkiye’de 2008 yili sonu itibariyle 4100 adet ruhsatli bitki koruma iriinii
bulunmaktadir. Ulkemizde ruhsatl etkili madde sayisi ise 418 adettir. Ancak AB
(Avrupa Birligi) mevzuatt uyum calismalar1 kapsaminda olumsuz 6zellikleri nedeniyle,
01.01.2009 tarihi itibariyle 75 adet, 31.08.2009 tarihi itibariyle de 49 adet pestisitin
imalat1 ve ithalati durdurulmustur (www. kkgm.gov.tr). Su anda AB’de kullanimdan

kaldirilan, ama Tiirkiye’de hala piyasada olan 101 etkili madde kalmistir.
2.2.1 Kirleticilerin Sucul Canhlarma Etkileri

2.2.1.1. Norofizyolojik Etkiler

Organofosforlu bilesikler anti-kolinesteraz sinapsisler iizerinde olumsuz etki
yapan kimyasallardir.  Kolinerjik  baglantidaki  asetilkolinesteraz ~ enziminin
norotransmitter olan asetilkolini par¢alama gorevi vardir. Yani bu enzimin
ndrotransmitter olan asetilkolini par¢calanmadan kalmasini ve post-transmitter membran
tizerinde kolinerjik reseptorlerin uyarict etkisinin siirmesini saglar. Boylece kimyasali
uyar1 kisa siirede sona ermez ve uyarinin sinapsisten normal gegis sekli bozulmus olur.
Eger bu fonksiyon bozuklugu yeteri kadar uzun siireli olursa uyariyr post-sinaptik
membran ve Otesine tasiyacak olan sistem c¢oker. Sinapsislerin bloke olmasi
omurgalilarda tetanoz olarak bilinen kaslarin kasilmasi olayma neden olur. Bu sekilde
canlinin diyafram ve solunum kaslar1 g¢alismaz ve Oliimiine neden olur. Anti-
kolinesteraz omurgalilarda tiire bagli olarak hem merkezi hem de periferal sinir sistemi
tizerinde etkili olabilmektedirler. Tipik belirtiler titreme, dolasim ve solunum

bozuklugu, koma hali, depresyon, ¢irpinma seklinde ortaya ¢ikar.
2.2.1.2. Davrams Uzerine Etkileri

Toksikolojik olarak bakildiginda, o6zellikle gili¢ fark edilen subletal etkiler
tizerinde ¢alisilirken bunlar 6nemli kavramlardir. Farkli davranis sekilleri stirekli
degisen gilinlik ve mevsimsel gereksinimler i¢inde belirli amaglar1 yerine getirir.
Kirleticiler sucul canlilarin 6zel dis uyartilara karsi tepkileri olusturan belirli fizyolojik
ozelliklerini degistirebilirler. Bu yiizden, kirletici kimyasal kaynakli degisimler, zamana
bagli ¢cevresel uyaranlara karsi canlinin uygun olmayan tepkiler vermesine neden olarak,

birey i¢in 6liimciil seviyenin altinda kalsa da bir balik populasyonunun uzun siireli
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yasaminda zararli etkilere yol acgabilmektedir. Hormon reseptor bolgesine metal
baglanmasi gibi durumlar buna 6rnek olarak verilebilir. Bu olay ¢evresel uyariya karsi
yeterli hormon iiretilmis olsa bile belli bir davranisin ifadesi i¢in gereken ara iiriinlerin

sentezini azaltir.

Sucul canlilarin davranisi tizerine kirletici maddelerin etkileri konusunda ilk
caligmalar1 Atchison ve dig. (1996)’da toplanmistir. Hayvanlarin biitiin davraniglari
kirlilige kars1 hassas olsa da ¢alismalar daha ¢ok beslenme ve tetikte olma durumundaki
degisiklikleri izleme konusunda yogunlagsmistir. Beslenme davranisindaki uyumsuzluk
besin alinmasinda ve dolayisiyla besin iiretiminde yetersizlik olusmasina neden
olmaktadir. Ayn1 sekilde dikkat eksikligi ve tetikte olma durumu azalmis bir canli
avcilara kars1 korunmasiz olmakta ve 6liim oraninin artmasi ile sonuglanmaktadir. Ozet
olarak, davranis {lizerine kirletici maddelerin etkisi, azaltmis {iretim ve artmis 6liim orani
demektir. Ornegin, Atchison ve dig. (1996) iyonize radyasyon ve civaya maruz
birakilan Gambusia affinis’ in (Sivrisinek Baligi) Micropterus salmonides (Kiigiik
Agizli Siyah Levrek) tarafindan avlanma riskini artirdigini rapor etmislerdir. Ayn etki
termal stres, insektisit, pentaklorofenol, flor ve kadmiyuma maruz kalan baliklarda da
gozlenmistir. Kimyasallarin AChE inhibasyonuyoluyla sinir sistemini etkiledigi ve
bunun sonucu olarak davranis ilizerinde olumsuzlar ortaya c¢iktigi goriilmiistiir. S6z
konusu enzim aktivitesinin bozulmasi denge bozukluklari ve koordinasyon eksikligi

olusmasina sebep olmaktadir.
2.2.1.3. Cevresel Kirliligin Populasyon Uzerine Etkileri

Cevresel ortama Kkirletici maddenin girisinden itibaren populasyonu olusturan
bireyler etkilenmeye baslar. Bu etki populasyonu olusturan bireyler etkilenmeye baglar.
Bu etki populasyon biiyiikliigii tizerinde farkli sekillerde ortaya ¢ikabilir. Populasyonu
olusturan bireyler iizerinde ¢ok toksik bir etki ortaya ¢ikar ve canlilar 6lmeye baslarlarsa
populasyonda ki birey sayisi azalir ve hatta o bolgede populasyonun ortadan kalkmasina
bile neden olabilir.
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2.2.1.4. Organizmalara Uzerinde Kirleticilerin Etkilerinin Belirlenmesi Ve

Cevresel Konsantrasyonlarla iliskilendirilmesi

Ekotoksikologlarin amaci kirleticilerin organizma ve ekosistem iizerine etkilerinin
ortaya koymaktir. Calismalarin temeli biyokimyasal, hiicresel, fizyolojik ve morfolojik
parametreler olup ¢evresel gézlem i¢in bir ara¢ olup biyoisaretler olarak

adlandirilmaktadir.

Kirleticilerin karasal ortamdaki etkileri bazi tirtillarin gelisimi, agaglarin yas
halkalar1 incelenerek yapilan biiyiime analizleri ve hayvanlarin davramis degisiklikleri
incelenerek gdzlemlenebilmektedir. Ornegin toprak kirliliginin belirlenmesi icin toprak
solucanlar1 (Lumbricus terrestris) ¢ok sik kullanilmakta ve ¢esitli pestisitlerle kirlenmis
topraktaki pestisit kalintilarim1 analiz etmek yerine bu topraklarda tutulan toprak

solucanlarindaki biyoisaretler incelenerek gozlemlenmektedir.

Tath sularda, organizma seviyesinde subletal etkilerin belirlenmesi i¢in in-Situ
biyoassayler gelistirilmistir. En yaygin olarak kullanilan gelisim verimliligi
caligmalaridir. Stres altindaki organizmalar somatik biiyiime ve iireme igin yeterli
enerjiye sahip degillerdir. Bu durum kontrol grubuyla karsilastirildiginda az biiyiime ve
az Ureme olarak karsimiza cikar. Tath sularda gelisim verimliligi 6l¢iimleri genellikle
amfipod ve isopod krustaseler de yapilmaktadir. Uzun siireli kirliligin gézlemlenmesi

ise kafeslere yerlestirilen baliklarin fizyolojik degisimleri 6l¢iilerek yapilagelmektedir.

Deniz ekosisteminde sistemin biiyiikliigli nedeniyle kirleticilerin etkisini
belirlemek daha da zordur. Deniz kirliliginin gézlemlenmesi i¢in biyolojik etkilerin
kullanilmasi konusunda derleme ¢alismasi yapan Addison (1996) ii¢ farkli biyokimyasal
tepkinin (monooksijenaz salinmasi, metallothionein salinmasi ve AChE salinmasi),
yumusakcaklarda enerji  dagilim ve bentik komminite yapisinin analizinin
kullanilmasini anlatmiglardir. Ayrica etkisi ¢ift kabuklular ve diger molluskalarda erkek

ozelliklerinin ortaya ¢ikmasi da bir kirlilik gostergesidir.

Ayrica, balina ve diger memelilerin plastik kirliliginden 6lmedikleri bunun yerine
plastik kirliligine maruz kalan bu canlilarin bagisiklik sistemlerinin zayiflamasi sonucu

enfeksiyonlardan 6ldiigii ortaya konulmustur.
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2.3. 2,4-DIKLOROFENOKSIASETIK ASIT (2,4-D)

Herbisitler hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, protein sentezi ve solunum gibi bitki
metabolizmasini diizenleyen hormonal dengeyi bozarlar. 2,4-D yaklagik 50 yildir
diinyada yaygin olarak kullanilan bir herbisittir ve bitki metabolizmasinda gergeklesen
enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi, protein sentezi ve hiicre boliinmesi gibi bazi
olaylar1 etkileyerek bitki gelisimini engeller. Ancak, bunu yaparken segici olarak

sadecegenis yaprakli yabani otlar1 elimine eder.

Molekiil Formiilti C8H5C|2 03
Molekiil Agirlig 221,04 g/mol
Suda Coziinirligi 900 mg/It

Tablo. 2.1: 2,4-D’nin Ozellikleri

cl” T2l
Sekil. 2.2 : 2,4-Diklorofenoksiasetik asit

2,4-Diklorofenoksiasetik asit beyaz-sari pul pul, toz, kristal ve kati madde halinde
bulunabilir, fenolik aromaya sahiptir. Fenoksiherbisitler, ticari preparatlarda amin,ester
ve tuzlar tiirevlerinde bulunabilirler. Bununla beraber etkin maddesi Serbest asit
formudur. 2,4-Diklorofenoksiasetik asit birincil olarak tarim, ormancilik, ¢im
alanlarinin bakim uygulamalarinin yaninda eglence alanlari, parklar, golf sahalari, sokak

alanlari, endiistriyel arsalar ve bahg¢ivanlikta kullanilir.

Bu o6zelliklerinden dolayr tarimda birim alandan alinan verimin arttirilmasi
amaciyla piyasaya sunulan herbisitler bilingsiz ve kontrolsiiz kullanildiginda akut ve
kronik zehirlenme, biyolojik dengenin bozulmasi, ¢evre ve besin kirlenmesi, insanlara
ve hayvan tiirlerine yonelik teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi bircok

acidan evrensel nitelikli cevre sorunlarina sebep olmaktadir.
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2.4.Kilic Kuyrugu (Xiphophorus hellerii ) Bahg ve Biyolojik Ozellikleri

2.4.1. Sistematikteki Yeri

Filum: Chordata
Subfilum: Vertebrata
Stiperklasis: Osteichthyes
Klasis: Actinopterygii

Subklasis: Neopterygii
Infraklasis: Teleostei

Superordo: Acanthopterygii

Ordo: Cyprinodontiformes

Familya: Poeciliidae
Genus: Xiphophorus

Tiir: Xiphophorus hellerii (Heckel, 1848)
2.4.2.Morfolojisi

Goriiniis: Ince uzun baliklardir. Erkeklerde kili¢ seklinde kuyruk uzantis1 bulunur.
Cesitli renklerde 1rklar iiretilmesine ragmen halen en taninmiglar1 kirmizi renklileridir.
Erkekleri kuyruk hari¢ 10 cm. ve disileri 12 cm. kadar biiyiiyebilir. Erkekler disilerden
daha ince yapilidir ve gonopodlar1 vardir. Ayrica erkeklerin kuyruklarinin alt kismi kilig

seklinde uzamistir. Kuyruklariyla beraber erkeklerin boyu en fazla 15 cm. olabilir.

Dogal oOrnekleri kahverengi ve yesil renkli olmasina karsin secici liretim

yontemleri ve melezlestirme caligmalar1 sonucunda ¢ok c¢esitli irklar elde edilmistir.

En bilinen varyeteleri sunlardir: Fantom, glimiis, sar1, calico, tuksedo, siyah, yesil,

kirmizi, sari, albino, lir kuyruk varyeteleridir.
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Sekil 2.3. : Erkek Kili¢ kuyruk baligi (Xiphophorus hellerii)

Sa -

Sekil 2.4. : Disi Kili¢ kuyruk balig1 (Xiphophorus hellerii)

Yasama ortam: Omiirleri 5 yildir. Genelde diger tiirlere kars1 bariscil baliklardir.
Erkekler kendi aralarinda kavgacidirlar. Genellikle akvaryumdaki en biiyiik ve giiclii
erkek digerlerini ezerek hiikkmeder. Bu yilizden akvaryum ¢ok biiylik olmadig: siirece ya
bir tek ya da saldirganligin farkli hedeflere dagilmasi i¢in en az 4 kilickuyruk erkegi

bulundurulmasi Onerilir.

En uygun yasam ortamlari, 20-26°C sicakliktir. pH 6-8 arasinda olmalidir. En az
80 litrelik bir akvaryumda ve grup halinde bakilmalar1 onerilir. Bitkili akvaryumlari

severler.
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Kiligkuyruklarin ilging 0Ozelliklerinden biri de disilerin erkege doniigsmesi
ozelligidir. Yasadiklar1 ortamda erkek kiligkuyruk bulunmuyorsa baskin olan disi kisa
siirede erkege doniislir. Bazen de hastalik atlatmis ve yaslanmis disiler durup dururken

erkege doniisebilir.

Eriskin bir disi ortalama her ay 20-100 arasinda yavru verebilir. Yavrulari
kesinlikle eriskinlerden ayirmak gerekir, av olabilirler. Yavrular artemia ile
beslenmelidir. 3-4 aylikken iiremeye hazir hale gelirler. Kiligkuyruk konusunda dikkat
edilmesi gereken en onemli nokta, akvaryumun tizerinin kapatilmasidir. Akvaryumun
tizeri hava alabilecekleri ama disar1 atlamalarin1 engelleyecek sekilde kapatilmalidir. Bu

baliklar siklikla tanktan digar1 atlayabilirler.
2.4.3. Balik Solungaclarin Yapisi ve islevleri

Solungaclar, yutak bolgesinde, her iki yanda uzanan yariklar i¢inde bulunurlar.
Teleost baliklar her bir tarafta 4 solunga¢ kemerine sahiptirler. Her bir kemer, solungag
filamentinin iki dizisine sahiptir. Bu dizilerin her birine “hemibrans” ad1 verilir. Her bir
hemibrang, tarak benzeri dizilmis, primer lamel olarak adlandirilan solungag
filamentlerinin bir dizisinden ibarettir. Her filamentin alt ve iist her iki yiiziinde,
filament eksenine dikey olarak olusmus ve filamentintin enine ikincil katlar1 olan, ¢ok
sayida sekonder solungac lameli bulunur. Solungag¢ lamellerinin serbest kenarlari, ¢ok

ince tek tabakal1 bir epitel ile ortiiliidiir.
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Sekil 2.5: Balik Solungaclarinin Genel Yapisi

Su ve kan arasindaki gaz degisimi, solungaglar ve genel viicut yiizeyi
yapilmaktadir. Ancak solungaclarin yiizey alani, viicudun arta kalan yiizeyinden daha
biiyliik oldugu i¢in gaz degisiminde Onemli bir yerdir. Solungaglarin baslica islevi,
solunum (gaz degisimi) yapmaktir. Ayrica, elektrolitlerin aktif transportlarinda,

osmoregiilasyonda, asit-baz dengesinde hayati 6neme sahiptirler.

Baliklarda solunum suyu, genellikle agiz yolu ile girer ve solunga¢ agikliklarindan
cikar. Agiz boslugu ile solungag¢ bosluklar1 arasindaki devamli basing farki nedeniyle,
su solungacglarin tizerinden devamli tek yon olarak akar. Solungaglara gelen suyun
hacmi baligin tiir, bliyiikliik ve aktivitesi ile suyun sicaklik, oksijen ve karbondioksit

igerigi gibi bir¢ok etkene gore degisir.

Oksijen, suda fiziksel bir eriyik halindedir. Oksijenin erime kapasitesi, ortam
suyunun sicakligiyla ters orantili olarak degisir. Oksijenin bir sividan digerine
difiizyonu ¢ok yavas oldugundan, diger omurgalilarda oldugu gibi, baliklarda da

genellikle eritrositlerde gaz tasiyici 6zelligi olan hemoglobin bulunur.
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Baliklarda protein metabolizmasinin son iirlinii amonyak ve iiredir. Karacigerde
parcalanan amonyak, kan yoluyla solungaclara taginir. Amonyak ve iire % 80-90
oraninda solungaclardan atilir. Suyun amonyak konsantrasyonu ve pH’s1 baligin viicut

stvisindan diisiikse, amonyak solungaglardan suya hizli ve kolayca verilebilmektedir

Teleostei’de solungag epitelinde difiizyonla iyon degisimi mekanizmasi vardir. Bu
baliklarin tatli su formlarinda, solungag epitelinden kloriir iyonlar1 girerken, bikarbonat

iyonlar1 kandan suya gecer; sodyum iyonlar1 girerken de amonyum iyonlari ¢ikar.
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Sekil 2.6. : Solungaclardan Amonyak Atilim1

Suyun viicuda alinmasi deniz ve tatlisu baliklarinda farkli oldugu gibi, tiirler
arasinda da degisiklikler gosterir. Tatlisu baliklar1 genelde ihtiyaclar: olan suyu agiz
yolu ile almazlar. Bu baliklarda su, solungaglardan girer. Deniz baliklar1 ise ihtiyaclar
olan suyu agizlar1 ile alirlar. Tathisu baliklarinda kanda bulunan iyon miktari,
yasadiklar1 su ortamindaki iyon miktarmma gore zengindir. Bu nedenle tathi su
baliklarinda su, viicuda solungaclardan gecebilme 0Ozelligi gosterebilmekte ve bu de

suyun agiz yoluyla alinmasina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Deniz baliklarinda ise durum
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tam tersinedir. Deniz baliklarinin kani, iyon yoniinden oldukga fakirdir. Bu nedenle de

tatlisu baliklarinda oldugu gibi su, solungaclardan viicuda ge¢me 6zelligi gostermez.
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Sekil 2.7. : Baliklarda Iyon Degisimi Mekanizmasi

Baliklarda solungaclar ¢evre kirliliginden ilk etkilenen organlardir. Genis yiizey
alanlan toksik maddelerin gecisini kolaylastirmaktadir. Solunga¢ hasarinin derecesi
toksik bilesigin etki giicii ile dogru orantilidir. Bilinen solungag lezyonlari iki ana gruba
ayrilabilir; bunlardan ilki; bilesigin yikic1 etkileri, ikincisi ise savunma sonucu

olusanlardir.
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Baliklar piretroidlere genellikle solunga¢ vasitasiyla maruz kalirlar. Lipofilik
aktiviteleri sayesinde piretroidler, sudaki diisik konsantrasyonlarinda bile
solungaclardan kolaylikla gecerler. Hiicre membraninda birikerek membrandaki lipid
yapisin1  degistirirler, protein ve lipid arasindaki hidrofobik iletisimi, proteinlerin

yapisini, transport oranini ve enzim aktivitelerini degistirirler.

2.4.4 Baliklarda Endokrin Sistem

Organik kirletici bilesenlerinin akuatik ¢evrede Ostrojenik etki gostermesi
yaygindir. Bu tiir bilesenler ksenodstrojenler, Ostrojenik etki edenler, hormon gibi
davrananlar ve endokrin bozucu kimyasallar olarak tanimlanirlar. Bu bilesenlerin ger¢ek
potansiyelleri 17f-estradiol gibi endojen hormonlar ile az benzerdir fakat ¢evresel

derigsimleri zararli biyolojik etki yapabilmeleri i¢in yeterince yiiksektir.

Normal endokrin fonksiyonlarmi bozan bilesikler reprodiiktif fonksiyonlarin
regiilasyonundan sorumlu hormonal yollari bozma yetenegindedir. Baliklarin
reprodiiktif endokrinolojisi hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni diizenleyen bir dizi
kimyasal reaksiyon igerir. Bu eksen bir feedback sistem tarafindan kontrol edilir ve

Ostrojen gibi hormonlarin feedback sistemine hassastir.

Mevsimsel veya lokal isaretler sonucunda beyinde olusan sinyaller hormon
sekresyonundaki degisimler olarak hipotalamik-hipofiz sistem tarafindan diizenlenir
Hipotalamustan salinan hormonlar (gonadotropin salan hormon; GnRH, kortikotropin
salan hormon; CRH, tirotropin salan hormon; TRH) hipofiz bezindeki salgi
hiicrelerinden hormonlarin salinmasina neden olur. Hipofiz bezinin bir kismi olan
gonadotropin (GtH), adrenokortikotropin (ACTH) ve tirotropin (TSH) salinir. Bunlar
kendi hormonlarinin salgilanmasimi stimule etmek icin gonad, adrenal ve tiroid
bezlerine etki eden peptid hormonlardir. GtH-I vitellogenez veya spermatogenezde
etkinken GtH-II indiiklenen steroid olgunlagmasinin sentezini stimiile edebildigi sirada

son gamet olgunlasmasinda etkindir.

Gonadotropinin ana rolii gonadlar1 ve gonadlarin steroid salgilamasini stimiile

etmektir. Bunlar sirasiyla eger varsa ikinci seksiiel karakterlerde, davranislarda, kur
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yapma hareketlerinde, gamet olusumunda, gamet olgunlagsmasinda ve en sonunda
yumurtlamada degisiklikler baslatir. Ostrojen, hipotalamus, hipofiz ve gonadlar

tizerinde hem pozitif hem negatif etki yapabilir.
Endokrin bozucularin ters etki gostermeleri birkag yolla olabilir:
1. Ostrojen reseptdriine baglanarak bloke edebilir veya hormon gibi davranabilirler,

2. Hormonu tastyici proteinden ayirabilir ve proteini hedef hiicreler i¢in kullanilamaz

hale getirebilirler,
3. Hormon sentezini etkileyebilirler,

4. Hiicre membrani iizerindeki androjen reseptdrler gibi diger hormon reseptdrlerini

etkileyebilirler.

Bir kortikosteroid hormon olan kortizol, metabolizma ve immun fonksiyonlar
tizerindeki etkileri nedeniyle tiim omurgalilarda homeostazisin 6nemli fizyolojik
efektoriidiir. Baliklarda kortizoliin antigonadal etkisi vardir ve osmoregiilasyonda

onemli bir rol oynamaktadir.

Vitellogen ovipar omurgalilarda yumurta sarisinin {iretiminde kompleks oncii
proteindir. Baliklarda vitellogen, yumurtalik Ostrojenlerin stimulasyonundan sonra

karacigerde sentezlenir kan dolagimi ile yumurtaliga gecer ve oositlerle birlesir.

Vitellogen normal olarak olgun disilerin kaninda bulunmaktadir, erkek ve ergin
olmayan baliklarda ise diisiiktiir. Hepatik vitellogen sentezinin dogal baslaticist 17f3-

estradioldur.

17B-estradiol spesifik Ostrojen reseptoriine baglanarak Ostrojene uyumlu genleri
regiile eder. Daha sonra Ostrojen-Ostrojen reseptor kompleksi hedef Oncii genlerin
Ostrojene uyumlu elementleriyle transkripsiyonel aktivitelerini module etmek ig¢in

etkilesime girmektedir.
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2.5. ARASTIRMA ARACLARI

2.5.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

KIMYASAL ADI MARKA
Sodium Phosphate Dibasic (Anhydrous,
Na,HPO,) MOLYCHEM
Thiobarbituric Acid (C4H4N2028) MOLYCHEM
Potassium Dihydrogen Phospate
(KH,POy) MERCK
Citric Acid (Trisodyum Dihydrate) BIOMATIK
DTNB (5,51-Dithio-bis 2-nitrobenzoic ALDRICH
asid)
meta — Phosphoric acid MERCK
E.D.T.A. Disodium % 35 MULTICELL
Hidrogen Peroxide % 35 (H,0,) MERCK
Trichloroacetic Acid (TCA) PANREAC
(CCIsCOOH)

Sodium Hydroxide (NaOH ) MERCK
n-Butanol (CH3(CH2)s0OH) MERCK
Sodium Chlorure (NACI) MERCK

Bovine Serum Albumine (BSA) SIGMA
SIGMA

Bradford Reaktifi
Hidroklorik Asit %37 (HCI) MERCK

Tablo 2.2. : Kullanilan Kimyasal Maddeler
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2.5.2. Kullanilan Cihazlar

CiHAZ ADI MARKA
Spektrofotometre BECKMAN COULTER DU® 730 Life
P Science UV/Vis
e BECKMAN COULTER Microfuge®18
Santrifiij
Vortex BIOSAN V-1 Plus
Manyetik Calkalayict VELP Scientifica
NB 9
Su Banyosu Niive
Hassas Terazi Precia XT 320M
Mikro- Dismembrator U Sartorius
Santrifiij Niive CN 180
SIGMA 3-18K

Sogutmal1 Santrifiij

Derin Dondurucu (-80)

Thermo Scientific Forma 700 Series

Derin Dondurucu (-20)

Argelik No Frost

Otomatik Pipet Seti

RAININ Pipet-lite

Tablo 2.3. : Kullanilan Cihazlar ve Marka Isimleri
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2.5.3. Deney Materyali

2.5.3.1 Deney Materyalinin Gruplandirilmasi

Deney materyali olarak kullanilan ergin  Xiphophorus hellerii, ticari
akvaryumculardan satin alinmistir. 10 litrelik cam akvaryumlarda uygun sicaklik
araliginda ve uygun havalandirma sartlarinda tutulmustur. Her grup 10 baliktan

olusacak sekilde dort grup olusturulmustur.

Fenoksiherbisitlerden olan herbisit 2,4-Diklorofenoksiasetik asit tiirii olan 2,4-
Diklorofenoksiasetik asit diisiik ve yiiksek sublethal dozlar1 baliklarin akvaryum

ortamina ilave edilmistir.

Deney Gruplar: (n=10) (2,4-D) Dozlar
1. Grup 0,05 ppm
2. Grup 0,1 ppm
3. Grup 0,2 ppm

Kontrol Grubu

Tablo:2.4. : Deney Gruplari ve Uygulanan Kimyasallarin Dozlari

Kontrol grubuna diger sartlar ayn1 kalmak sartiyla herhangi bir kimyasal ilave
edilmemistir. Hayvanlar bu ortam sularinda 96 saat tutulduktan sonra solunga¢ ve
karaciger dokular1 alinip, analizlerin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda (-

80°C) muhafaza edilmistir.
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2.5.4 Arastirma Yontemi

2.5.4.1 Doku Homojenat1 Hazirlanmasi

Solungag ve karaciger doku ornekleri ayr1 ayr1 serum fizyolojik ile yikanip kam
temizlendikten sonra bir stizge¢ kagidi ile kurutularak tartilip ve kaydedilmistir. Gerekli
miktarda serum fizyolojik ile cam boncuk yardimiyla dismembratorde ¢ok cabuk olarak
homojenize edilmistir. Doku homojenat1 ayr1 ayr1 kiigiik kisimlara ayrilarak ependorf
tiipleri icinde, gerekli bilgiler lizerlerine yazilarak derin dondurucuda calisilacagi giine

kadar saklanmistir. Ayni giin ¢alisilacaksa +4 °C buzdolabinda bekletilmistir.
% 10 gramlik doku homojenati igin gerekli olan serum fizyolojik hacmi,
Nemli doku tartimi (mg)
Serum fizyolojik hacmi (ml) = ---------=----mrm oo formiilii ile
100
hesaplanmustir.

Karaciger ve solungag homojenat tamponu (Balik solunga¢ ve karaciger

homojenat ¢ozeltisi tamponu ):

0.356 g sodyum fosfat ( Na,HPQO,4.2H,0) 8.25 g sakkaroz bir miktar destile suda

¢ozildii. pH 8’e ayarlanip toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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Sekil 2.8: Genel Akvaryum Goriiniimdi.

Sekil 2.9: Baliklarin Solungaglarinin Alinmast.
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Sekil 2.10. : Doku Steril Ependorf Tiiplere Konur.

Sekil 2.12. : Orneklerin Santrifiij Edilmesi
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Sekil 2.13. : Oreklerden Siipernatant Elde Edilmesi.

2.5.5 Biyokimyasal Parametreler icin Kullanmilan Tayin Yontemleri

2.5.5.1 Solungac¢ Ve Karaciger Dokularinda Protein Tayini (Bradford

Yontemi).

Prensip: Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasmin proteinlere baglanmasi
sonucunda olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin olglilmesi ilkesine

dayanir.
2.5.5.2 GereKli cozeltiler:

* % 10 mg albiimin stok ¢ozeltisi: 10 mg albiimin biraz distile suda tamamen

¢oOziildiikten sonra hacmi 100 ml ye distile su ile tamamlanir.

* Protein ¢aligma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %

20, 40, 60, 80 pg albumin ihtiva edecek sekilde distile su ile seyreltilerek hazirlanir.

* Bradford reaktifi: Orijinal sisesinden kullanilir.
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Deneyin yapilisi: 6 deney tiipii alinarak numune (N), standart 1 ( Stl), standart 2
(St2), standart 3 (St3), standart 4 (St4) ve kor (K) olmak iizere isaretlendi ve ¢aligildi.
Vortekste iyice karistirildi, oda sicakliginda 15 dk. bekletildi. 15 dk. Sonunda 595 nm
de kore kars1 absorbanslar kaydedildi.

Sekil 2.14. : Hazirlanan Cozeltiler Vortekslenir.

Hesaplama: Standart grafigi yardimiyla protein miktar: hesaplanmaigtir.

Olgiim su sekilde gergeklestirildi; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ml alind1. 100
mL’nin altindaki tiim tiiplerin hacmi saf su ile 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL coomassie
brillant blue G-250 reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks mikser ile karigtirildi. 10 dk
inkubasyondan sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri
okundu. Kor olarak 0.1 mL ayni tampon ve 5 mL coomassie brillant blue G-250

reaktifinden olusan karisim kullanildi.

Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri standart grafik
halinde verildi. Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden ( solungag¢ ve karaciger ) ayr1 ayri 0.1
mL alindi. 5 mL coomassie reaktifi ilave edildi ve vorteks ile karistirilarak inkubasyona
birakildi. sonra, okundu. Her bir 6l¢iim 2 kez tekrar edildi. Kor olarak 0.1 mL ayni
tampon ve 5 mL coomassie reaktifinden olusan karistm kullanilarak 595 nm’de
absorbans degerleri okundu. Her bir enzim ¢dzeltisi i¢in bulunan absorbans degerleri

standart grafikten mg protein degerine cevrildi.
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2.5.5.3 Solungag ve Karaciger Dokularinda AChE Tayini

Iki tiip alindi ve tiiplerin her birine 0.1 mL DTNB belirteci ve 0.1 mL uygun
seyreltilmis enzim konuldu. Tiiplerden kor olarak kullanilacak olan 65 °C’deki su
banyosunda 3 dakika tutularak enzim inaktive edildi. Daha sonra tiiplerin her birine 2.7
mL 0.05 M pH 8’deki sodyum tamponu ilave edildi. Tiipler karistirild1 ve 5 dakika 37
°C’de 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Her bir tiipe 0.1 mL 3 mM’lik substrat
(asetiltiyokoliniyodiir) c¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon baglatildi. Tiipler tekrar
kanigtirildi ve 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi. 10 dakika sonra tiiplerin 412

nm’deki absorbanslari 6l¢iilerek absorbanslarindaki artis miktart bulundu.
2.5.5.4 5, 5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ( DTNB ) c¢ozeltisi Hazirlamisi:

8.75 g sodyum fosfat ve 1.5 g NaHCO3; yaklasik 950 mL distile suda ¢6ziildii, pH
7’ye ayarlandi ve bu cozeltide 3.96 g DTNB coziilerek hacmi destile su ile 1 litreye

tamamlandi.

2.5.5.5. Asetiltiyokolin ¢ozeltisi Hazirlanisi:

0.50868 g asetiltiyokoliniyodiir alind1 bir miktar 0.05 M ( pH=8 ) sodyum fosfat

tamponu i¢inde ¢oziildii. Hacmi ayn1 tampon ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.5.5.6. 3 mM 50 mL butiriltiyokolin iyodiir substratinin hazirlanisi:

0.0476 g butiriltiyokolin iyodiir 20 mL 0.05 M (pH 8) sodyum fosfat dihidrat

tamponu i¢inde ¢oziindiikten sonra soliisyon, ayni tampon ile 50 mL’ye tamamlandi.

Inkiibasyondan sonra drneklerin absorbans degerleri, spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda kor 6rnege gore sifirlama yapildiktan sonra, okundu. Her bir 6lgiim 2 kez

tekrar edildi.
2.5.5.7. 0.05 M, pH 8 sodyum tamponun hazirlanisi:

8.75 g sodyum fosfat dihidrat (NaH,PO,4.2H,0) 900 mL distile suda ¢oziildii ve 1
N NaOH ¢ozeltisiyle pH 8’e ayarlandi. Daha sonra solusyon distile su ile 1 litreye
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tamamlandi. Tipler 37 °C’de 5 dk su banyosunda 6n inkiibe edildi. AChE aktivitesi i¢in
her iki tiipe 100 pL (3 mM) substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir; (UV-1201 UV VIS
Spectrophotometer Shimadzu)’nin kiivetlerine aktarildi. Cihaz kor Ornege gore
sifirlanarak numune absorbans degeri 412 nm dalga boyunda okundu. Daha sonra

kiivetlerdeki soliisyonlar tekrar tiiplere alind1 ve 37 °C’de 10 dk su banyosunda inkiibe
edildi.

2.5.5.8. izotonik Cézelti Hazirlanis:

9 g. NaCl alind1 yaklasik 950 mL distile suda ¢oziildii ve hacmi distile su ile 1000

mL ye tamamlandi.
2.5.5.9. 3 mM 50 mL butiriltiyokolin iyodiir substratimn hazirlanisi:

0.0476 g butiriltiyokolin iyodiir 20 mL 0.05 M (pH 8) sodyum fosfat dihidrat

tamponu i¢inde ¢oziindiikten sonra soliisyon, ayni tampon ile 50 mL’ye tamamlandi.

Inkiibasyondan sonra drneklerin absorbans degerleri, spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda kor 6rnege gore kalibrasyon yapildiktan sonra degerler okundu. Her bir

Olciim iki kez tekrar edildi.
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Sekil 2.16. : Orneklerin Santrifiij Edilmesi.
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Sekil 2.17. : Omeklerin Spektrofotometrede Olgiimlerinin Yapilmast.

Bulunan bu sonuglar daha sonra;
AOD VC
A=xxf
13.6 VE
A = mL basia enzim iinitesi
AOD = 412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
VC = Kiivet hacmi
VE = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi
f = Seyreltme faktorii

13.6 = 412 nm’de ve 37 Co de 3 mM Asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi

sonucu okunan OD, sabit degeridir.

2.2.6. istatiksel Analiz

Biyokimyasal analiz sonuglart SPSS 16.0 paket programinda Shapiro-Wilk testi

kullanilarak P<0.05 énem derecesinde belirlenmistir.
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BOLUM 3
BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

Balik solunga¢ karaciger doku ornekleri literatiirde belirtilen sekilde uygun
tampon ortamina alinmistir. Daha sonra santrifiijleme islemi gergeklestirilmis,
homojenat bu haliyle o6l¢iim yapilmak iizere soguk ortamda bekletilmistir. Bu
homojenatlarin enzim aktiviteleri Ellman metoduna gore (Ellman, 1961) belirlenirken,
kantitatif protein tayinleri ise Bradford metoduna gore (Bradford, 1976) tayin edilmistir.
Bulunan bu degerlerden spesifik aktivite hesaplanmistir. Calismamizda kullanilan
Bradford yontemi; organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek
renk olusturmasini esas alir. Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasmin kullanildigi
metotdur (Bradford, 1976).

Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant Blue G-250 negatif bir
yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi ( maksimum
dalga boyu 465 nm) ve mavi ( maksimum dalga boyu 596 nm ) formu mevcuttur.
Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Bu yontemin
bozucu faktorlere hassasiyeti oldukc¢a azdir. Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve
hizli cereyan eder. Reaksiyon iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi iki saatin

uzerinde devam eder.

Calismamizda Asetilkolinesteraz aktivitesi Ellman yontemiyle belirlenmistir. Bu
yontem, hafif alkali ortamda, 5,5 ditiyobis 2-nitrobenzoik asidin (DTNB, Ellman
reaktifi), dokudaki alifatik tiyol bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her molekiil tiyol
basina olusan, p-nitrofenol anyonunun miktarinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi
esasia dayanmaktadir. Substrat olarak tiyokolin esteri kullanilmistir. Metodun esasi,
reaksiyon esnasinda olusan sar1 renkli anyon (2 nitro-5 tiyo benzoat)’ un pH 8’ de 412
nm de Ol¢lilmesi esasina dayanir (Ellman,1961). Bu yontem asetilkolinesteraz aktivitesi
Ol¢iimiinde kullanilan en O6nemli yontemlerden biridir. Hemen hemen bununla ilgili

biitiin ¢caligmalarda bu yontem kullanilmaktadir.
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2,4-Diklorofenoksiasetik asitin 6zellikleri farkli subletal dozlarina (0,05 ppm, 0,1
ppm, 0,2 ppm) 96 saat siiresince maruz birakilan Xiphophorus hellerii nin solungag¢ ve
karaciger dokularinda AChE aktivitesi ile protein miktarlar1 grafikler halinde

sunulmustur. Verilerin daha kolay yorumlanabilmesi i¢in ylizde degisim grafikleri de

hazirlanmstir.
3.1.1. Solungaclar ve Karacigerde Protein Tayini

Solunga¢ ve karaciger dokularinda protein tayini, BSA kullanilarak hazirlanan

standart grafik iizerinden hesaplanmigtir.

Solungagda protein miktari (ug/ul)

0,2 ppm solungag 0,55968254

0,1 ppm solungag 0,117724868

0,05 ppm solungag 0,048095238

Kontrol solungag 0,606421357

Sekil 3.1: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarmin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda Protein Miktarlari.

Farkl: subletal dozlarda 2,4-Diklorofenoksiasetik asite maruz birakilan X. hellerii

solungaclarinda protein miktarlarinin, kontrol grubuna oranla arttig1 gézlenmistir.
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Karacigerde Protein miktari (ug/pl)

0,2 ppm karaciger 0,713315697

0,1 ppm karaciger 0,187566138

0,05 pmm karaciger 0,185978836

Kontrol karaciger 0,808412698

Sekil 3.2: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarinin Etkisinde X.

hellerii Kracigerlerinde Protein Miktarlari.

Farkli subletal dozlarda 2,4-Diklorofenoksiasetik asite maruz birakilan X. hellerii

karacigerlerinde protein miktarlarinin, kontrol grubuna oranla arttig1 gézlenmistir.
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Protein Miktari (ug/pl)

0,2 ppm karaciger
0,2 ppm solungag
0,1 ppm karaciger
0,1 ppm solungag
0,05 pmm karaciger
0,05 ppm solungag

Kontrol karaciger 0,808412698
Kontrol solungag 0,606421357

Sekil 3.3: 2,4-Diklorofenoksiasetik Asitin Farkli Subletal Dozlarinin Etkisinde X.

hellerii Solungaglarinda ve Karacigerlerinde Protein Miktarlari.
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3.1.2. Solungaclar ve Karacigerde AChE Tayini

Solungag¢ ve karaciger dokularinda AChE tayini, BSA kullanilarak hazirlanan

standart grafik lizerinden hesaplandi.

Solungaglarda AChE aktivitesi (U/ml)

0,2 ppm solungag 0,117504

0,1 ppm solungag 0,834586667

0,05 ppm solungag 0,525083636

Kontrol solungag 0,068136

Sekil 3.4: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarmin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda AChE Miktarlari.
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Solungaglarda AChE Spesifik Aktivitesi

Kontrol solunga¢ 0,05 ppm solunga¢ 0,1 ppm solunga¢ 0,2 ppm solungag

Sekil 3.5: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarmin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda AChE Spesifik Aktivitesi.
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Kontrole gore Solungaglarda AChE Aktivitesi ylizde degisimi

1200,000
1000,000
800,000
600,000
400,000

200,000

0,000

0,05 ppm solungag 0,1 ppm solungag 0,2 ppm solungag

Sekil 3.6: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda Kontrole Gére AChE Miktarlari.

Farkl: subletal dozlarda 2,4-Diklorofenoksiasetik asite maruz birakilan X. hellerii

solungaglarinda AChE miktarlarinin, kontrol grubuna oranla arttig1 gézlenmistir.
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Karacigerde AChE aktivitesi (U/ml)

0,2 ppm karaciger 0,130424

0,1 pmm karaciger

0,05 ppm karaciger

Kontrol karaciger 0,252552

Sekil 3.7: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarimin Etkisinde X.
hellerii Karacigerlerinde AChE Miktarlar.
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Karacigerde AChE Spesifik Aktivitesi

O P N W » 01 O N 0 ©

Kontrol karaciger 0,05 ppm karaciger 0,1 pmm karaciger 0,2 ppm karaciger

Sekil 3.8: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarmin Etkisinde X.
hellerii Solungaclarinda AChE Spesifik Aktivitesi.
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AChE Aktivitesi (U/ml)

0,2 ppm karaciger
0,2 ppm solungag
0,1 pmm karaciger

0,1 ppm solungag
0,05 ppm karaciger
0,05 ppm solungag
Kontrol karaciger
Kontrol solungag

Sekil 3.9: 2,4-Diklorofenoksiasetik Asitin Farkli Subletal Dozlarinin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda ve Karacigerlerinde AChE Miktarlari.
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AChE Spesifik Aktivitesi

12

10

Kontrol Kontrol 0,05 ppm 0,05 ppm 0,1 ppm 0,1 pmm 0,2 ppm 0,2 ppm
solungag karaciger solungag karaciger solungag karaciger solungag karaciger

Sekil 3.10: 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Farkli Subletal Dozlarinin Etkisinde X.
hellerii Solungaglarinda ve Karacigerlerinde AChE Spesifik Aktivitesi.
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3.2. TARTISMA

Bir calismada Karadeniz Bolgesinde kullanilan pestisitlerden karbosulfanin (250
g/L, EC) gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin enzim aktivitesi iizerine olan
kronik etkileri arastirilmistir. Bu amagcla ortama alistirilan gokkusagi alabaliklari
(116.88 £21.69 g ve 22.39 £1.40 cm ) 60 giin siireyle akarsu sisteminde (6 L/h)
karbosulfanin  toksik etkisine maruz birakilmistir. Daha oOnceki denemelerden elde
edilen veriler dikkate ali- narak, test baliklarinin bulunduklari ortamda karbosulfan
miktar1 35 pg/L olacak sekilde dii- zenleme yapilmistir. Kronik test siiresince gokkusagi
alabaliklarinin eritrosit asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi Ol¢iilerek inhibisyon orani
tespit edilmistir. Gokkusag1 alabaliklarin enzim aktivitelerindeki degisimin istatistiksel
olarak onemli oldugu saptanmistir (p<0.05). AChE inhibisyon oranindaki artis 3.
haftaya kadar siirdiigii ve inhibisyon oraninin % 41.32 oldugu tespit edilmistir. Enzim
aktivitesindeki degisimin baliklarin davranislari iizerine etkili oldugu da belirlenmistir.

E. Capkin (2011).

Bagka bir calismada da zirai miicadele yOntemleri i¢inde yabani otlarla
miicadelede ¢ok yaygin olarak kullanilan 2,4-D herbisitinin oral kullaniminin sican
testislerinde olusturdugu histopatolojik etkilerini incelemektir. Bu amacla, yaklagik 200-
250 gr agirliginda olan Wistar Albino erkek sicanlar kontrol, diisiik, orta ve yiiksek doz
olmak {izere her biri 6 sigan iceren 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu siganlara standart
pellet yem verilirken diisiik, orta ve yiiksek doz 2,4-D sirasiyla 20, 40, 80 mg/kg dozda
laboratuvar pellet yemlerine emdirilerek 28 giin boyunca oral yolla verilmistir. Tim
sicanlar intrakardiak perflizyonla tespit edilmistir. Deneklerin testis dokulari rutin 151k
mikroskobu takibi i¢in alinmis ve incelenmistir. Deney gruplarinda dozla dogru orantili
olarak seminifer tiiblillerde atrofi, spermatogenik hiicre sirasinda bozulma ve yiiksek
doz gruplarinda testis hasarlar1 saptanmistir. Ayrica, tunika albuginea’da ve seminifer
tiibiil epiteli ¢apinda azalma ve spermatogenik hiicrelerin liimene dokiilmesine neden
olmustur. Bu sonuglara gore, 2,4-D testis dokusunda histopatolojik hasara neden

olmustur.

E. Ozdas (2006).
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Baska bir calismada da piava baliginin (Leporinus obtusidens) yasam ortamina 96
saat siireyle 2,4-D verilmistir. Kas,beyin ve karaciger dokularinda ki AChE aktivitesine
etkisi arastirilmistir. Kontrol grubuna gore AChE aktivitesi kas ve beyin dokularinda
azalmistir. Karaciger dokularinda kontrol grubuna gore, laktat ve protein miktarlar
Oonemli ol¢iide azalmistir. Bu azalmalarin nedeni ise; 2,4-D eklenen ortamda baliklarin

strese girmesi ve metabolik faaliyetlerini ger¢eklestirememesidir.
M. Fonseca (2008)

Bir baska calismada sar1 yilan baliginin (Anguilla anguilla) yasam ortamina 96
saat siireyle pestisit eklenmistir. EKlenen Pestisit toplam AChE aktivitesi iizerine 6nemli

bir inhibitor olmustur ve AChE aktivitesini % 35 ile % 75 oraninda artirmastir.
E. Sancho (2000)

2,4-D gibi pestisit grubu olan herbisitler, balik metabolik ve toksikolojik
parametrelerini etkileyebilirler. Bir baska ¢alismada ise; piava baliginin yasam ortamina
(Leporinus obtusidens) 90 giin boyunca 2,4-D herbisiti eklenmistir. Kontrol grubuna
gore; beyin ve kas spesifik AChE aktivitesi, karacigerde ise katalaz aktivitesinde azalma
meydana gelmistir. Bu sonuglar bizlere herbisitlerin baliklar i¢in toksikolojik oldugunu

gostermektedir.
S. Moraes (2009).

Diger bir c¢alismada piava (Leporinus obtusidens) baliginin beyin, kas ve
karaciger dokularinda AChE aktivitesini incelemek icin; yasam ortamina 3, 6, 10 ve 96
saat siireyle 20 mg / L (yabanci otlarla miicadelede kullanilan ve herbisit igeren bir ot
ilac1 olan) roundup eklenmistir. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi beyin dokusunda
azalma karaciger dokusunda artma gostermistir.Kas dokusunda ise anlamli bir
degisiklik meydanda getirmemistir. Ayrica dokularda amonyak diizeyleri 6nemli 6lgiide

artmigtir.

L. Glusczak(2006).
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Asetilkolinesteraz (AChE) iizerine herbisitlerin etkisi incelenmistir. Bir herbisit
cesidi olan klamazon, giimiis kedi baliginin (Rhamdia quelen) ortamina eklenmistir.
Calismada ki amag beyin kas ve karacigerde TBARS (Tiyobarbitiirat reaktif maddeler).
olusumunun etkilerini incelemektir. Klamazona maruz kalan baliklar maruz kalma

stireleri boyunca karacigerde TBARS iiretim artmis beyin ve kasta iste azalmistir.
M. Crestani (2007)

Bagka bir ¢alismada da piava baliginin (Leporinus obtusidens) yasam ortamina
herbisit olan klamazom eklenmis ve AChE aktivitesi incelenmistir. Baliklarin yasam
ortammna 30 giin boyunca herbisit eklenmistir. Beyin ve kas dokularinda AChE
aktiviteleri incelenmistir. Beyinde AChE aktivitesi azalmistir ancak, kas dokusunda

onemli Ol¢iide artmistir. TBARS beyin ve kas dokularindaki diizeylerinin azaldigini
S. Moraes (2007)

Bir bagka calismada ise moli baliginin (Prochilodus lineatus) yasam ortamina 96
saat boyunca, herbisit olan Roundup eklenmis ve kas beyin ve karaciger dokularinda ki
AChE aktiviteleri incelenmistir.Dokularin tiimiinde AChE aktiviteleri inhibisyona
ugramig ve digmustiir. Roundup AChE aktivitelerini inhibe ederek bir kirletici olarak

davrandigini gostermistir.
A. Modesto (2010)

Bir diger ¢aligmada da sazan baliginin (Cyprinus carpio) yasam ortamina 7, 30 ve
90 giin boyunca herbisit ¢esidi olan imazetapir eklenmistir. Beyin kas ve karaciger
dokularinda AChE aktiviteleri arastirilmistir. imazetapirin 7 giiniin sonunda, beyinde
AChE aktivitesini artirdigi, kas dokusunda ise AChE aktivitesinde 6nemli olgiide
azalma meydana getirmistir. 30 giiniin sonunda beyinde AChE aktivitesi diismiis kas
dokusunda ise AChE aktivitesinde artma gorilmistiir. 90 giiniin sonunda ise kas

dokusunda da AChE aktivitesi azalmistir.
S. Moraes (2011)

Tarimda pestisitlerin yogun kullanimi (6zellikle ditiyokarbamatlar) genellikle tatl
su ekosistemlerinin kirlenmesine yol agar. Baska bir ¢alismada ise japon baliginin
yagsam ortami olan akvaryuma (Carassius auratus) 96 saat boyunca pestisit eklenmis ve

baligin solungaglarinda ki protein sentez miktarlarinda ki degisimler arastirilmigtir. 96
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saat boyunca pestisite maruz kalan baliklarin solungaglarinda ki protein sentez
miktarlart artmistir. Bu sonuglar, pestisite maruz kalan baliklarda serbest radikallerin
islevlerini yerine getiremedigini ortaya koymustur. Yani pestisitler baliklarda oksidatif
strese yol agar ve akvaryum baliklarmin solungaglarinda protein ile iliskili enzim

aktivitesini artirir.
I. Kubrak(2012)

Bir bagka calismada yine japon baliginin (Carassius auratus), yasam ortamina
pestisit grubu olan insektisit eklenmis ve beyin, kas dokularinda ki AChE aktiviteleri

incelenmistir. Ortama eklenen insektisit dokularda ki AChE aktivitesini azaltmistir.
C. Wang (2009)

Gokkusagr baliklart kimyasal kirlenmeye maruz kaldiklarinda — bagisiklik
sistemleri etkilenmektedir. Bir bagka ¢alismada da gokkusagi baliklarinda ortamda ki
herbisit varligindan dolayr meydana gelen AChE aktivitesinde goriilen degisimler
arastirilmistir. Bu calismada gokkusagi baliklarinda, herbisitlerin aktif maddesi olan
pendimetalinin in vivo etkileri arastirilmistir. Arastirmada onar tane baliktan olusan
toplam ii¢ grup olusturulmustur. Once baliklara on bes giin madde konmamis
akvaryumlarda ortama alistirilmistir. Daha sonra yirmi sekiz giin boyunca farkli
konsantrasyonlarda pendimetalin verilmistir. (Birinci gruba 100 pg/L, ikinci gruba 200
pug/L, Uctlincii gruba 300 pg/L olmak iizere.). Daha sonra akyuvar hiicre sayimi,
diferansiyel 10kosit sayimi, hiicre 6liim oran1 ve fagositoz aktivitesi dl¢tilmiistiir. Bunun
sonucunda, alternatif tamamlayici olan hemotolik aktivitesi, lizozom konsantrasyonu ve
stres parametresi analiz edilmistir. Pendimetalinin konsantrasyonu arttik¢a buna dogru
orantili olarak baliklarda meydana gelen bagisiklik sisteminde ki diisiislerde artmustir.
Sonu¢ olarak baliklarin yasam ortami olan akvaryuma eklenen pendimetalinin

konsantrasyonu AChE aktivitesini daha 6nceye gore diistirmiistiir (M. Darion 2012).

Bu caligmada bizim ¢alismamiza benzerlik gostermektedir. Bizimde
arastirmamizda onar tane baliktan olusan toplam ii¢ grup olusturulmus ve bulunduklari
akvaryum ortamina farkli dozlarda 2,4-D herbisit eklenmistir. Yukaridaki ¢alismanin
tersine eklenen herbisitin konsantrasyonu AChE aktivitesini daha Onceye gore
arttirmistir. Bu artisin nedeni ise; agir metaller AChE enziminin aktif merkezindeki

serine kovalent baglara baglanmislardir ve (dogrudan ve fonksiyonel siilfhidril gruplara
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baglanmislardir) enzimde konformasyonel degisikliklere neden olmuslardir. Boylece

enzimin diizgiin ¢aligmasina engel olarak aktivitesini arttirmiglardir.

Yukarida soOzii edilen c¢alismalarda cesitli dokularda gozlenen farkliliklar
uygulanan kimyasala, kimyasalin dozuna ve canli tiirline baglhh olarak farklilik
gostermistir. Calismalarda bizim ¢alismamiza paralel olarak ¢esitli pestisitler, baliklarin
karacigerinde ve solungaglarinda  toksik etkiye ve dokularinda histopatolojik

degisikliklere neden olmustur.

Tek tlir kullanilarak yapilan c¢alismalar, ekolojik toksikoloji konusunda fikir
edinmek icin yeterli degildir. Tek tiire gore diizenlenmis sistemler komminite ve
ekosistem seviyesinde interaksiyonlarin ol¢iilmesi i¢in uygun olmazlar. Birden fazla
tiirii ayn1 ortamda bulundurarak yapilan ¢aligmalar heniiz gelisme evresindedir. Bu gibi
etkiler labaratuvarda mikrokosm denilen diizenekler ile olciilebilir. Mikrokosm dogal
ekosistemdeki biitiin siireclerin modeli olarak diizenlenmis yapay bir ekosistemdir.
Mikrokosmlar gercek ekosistemler kadar karmasik olmazlar ve genellikle en basit besin
zinciri goz dlinlince bulundurularak, Birkag tiir segilerek boyutlar1 sinirli tutulmaktadir.
Sucul mikrikosmlarin diizenlenmesinde daha once tek tiir ile yapilan akut toksisite test
sistemlerine benzer diizenekler olusturulur ve bu sekilde kirletici maddenin kaderi,
taginim, av-avcr iliskisileri ve davranis ile ilgili bilgiler toplanir. Tiirler arasinda Ki
etkilesimlerin karmagiklig1 bu tip testlerin rutin olarak kullanilmasini zorlagtirmaktadir.
Ornegin bir av-aver tiir kompozisyonu ile yapilan ¢aligma ¢ok yararli sonuglar
saglayabilir. Bununla beraber, ii¢ veya daha fazla tiir ile yapilan ¢aligmalarla bile arazi

kosullarini taklit etmek miimkiin olmamaktadir.

Davranisin bir Ol¢im parametresi olarak testlerde kullanilmast ¢ok yaygin
degildir. Baliklarin ve diger sucul canlilarin davranig tepkileri heniiz ¢ok iyi
bilinmemekte ve dolayisiyla toksik maddelerin subletal etkilerini de bu yolla agiklamak
zor olmaktadir. Ote yandan, goriiniir herhangi bir fizyolojik zarara neden olmayan
toksik bir madde konsantrasyonlart populasyonlar1 etkilemektedir. Ornegin Ohio
deresinin (ABD) sularinda yapilan laboratuvar calismlart sonucu elde edilen degerler
arazide test edilmeye calisilmistir. Bu amagla, ¢esitli seviyede bakir ile kirletilmis dere
sular1 i¢ine alman baliklar laboratuvarda emniyetli konsantrasyonda bakir igeren

akvaryumlarda yumurta birakmislardir. Arazide farkli bir durum goriilmiistiir. Ayni
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konsantrasyonda bakir bulunan sulardaki baliklar yumurtalarini birakmamakta, derenin
daha asagr kisimlarina dogru go¢ etmektedirler. Ancak Onlerine bir bariyer
konuldugunda zorunlu olarak yumurta birakmaktadirlar. Bu da gosteriyor ki, sakinma

davranig1 baliklarda gesitli streslere karsi olusturulan en hassas gostergedir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

Yaklagik olarak 41 cesit subletal toksisite amacli biyokimyasal ve fizyolojik
Olctim ¢esidi vardir. Ancak, toksik maddeye gosterilen tepki hayvan i¢in zararli midir?
Ya da ekolojik olarak 6nemi var midir? Sorularinin yanitlanmasi gerekmektedir. Bu
sorulara kesin ve agik bir yanit vermek oldukg¢a zordur. O nedenle lokal toksisiteyi
savunan bilim adamlar1 “6liime neden olan toksisite agik sekilde 6nemlidir, fakat en iyi
balik fizyolojisi bile % 10’luk hematokrik azalmasinin populasyon tizerinde istenmeyen
bir etki yapip yapmayacagi sdylenemez” demektedirler. Ancak 6liimle sonuglanan bir
denemenin ekolojik olarak 6nemi yoktur. Ekolojik olarak dnemli olan 6limden 6nce

zararl etkiyi belirlemektir.

2,4-Diklorofenoksiasetik asitin Xiphophorus hellerii’de solungag¢ ve karaciger
dokularinda farkli subletal dozlarin etkisine maruz birakilmistir. Solungaglarinda ve
karacigerlerinde AChE spesifik aktivitesi ve protein aktivitesi belirlenmistir ve artislar

grafiklerde gosterilmistir.
Bu calismada elde edilen bulgular,

— 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin X. hellerii nin solunga¢ ve karaciger dokularinda
protein ve AChE enzim aktivitelerine etkileri ile ilgili yeni bilgiler saglanmas1 agisindan

biyokimyasal toksikoloji alaninda yapilan ¢calismalara katk: saglayacaktir.

— Cevre kirliligi calismalarinda bir¢ok degiskenin birlikte incelenmesinin dogal

ortamlardaki kirliligin degerlendirilmesinde yararli sonuglar verdigini gostermistir.

— Bulgular iilkemizde ve yurt disinda c¢evre koruma calismalarinin kirlilik izleme
programlarinda ve ekotoksikolojik risk degerlendirme caligmalarinda

kullanilabilecektir.

—Baliklarda enzim ¢aligmalar1 ¢ok azdir. Ayn1 zamanda kimyasal kirleticilerin, balik
enzimlerine etkileri iizerine yapilan arastirmalar oldukca azdir. Bu arastirma baliklara

etki eden herbisitler konusundaki eksiklikleri de gidermektedir.
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