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OZET

FLUVALINATE’NIN SUB-LETHAL KONSANTRASYONLARININ
LEPISTES’IN (Poecilia reticulata Peters, 1859); BAZI DOKULARINDA
OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIiDAN ENZIMLER UZERINE ETKIiLERI

KOG, Abdurrahman
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dr.Ogr. Uyesi Necati OZOK
Agustos 2019, 71 sayfa

Sentetik bir pretiroid olan fluvalinatenin subletal konsantrasyonlarnin, disi
lepistes baliklarinda (Poecilia reticulata Peters, 1859) antioksidan enzim aktiviteleri ve
lipid peroksidasyonu iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Lepistes baliklar
dort farkli zaman diliminde (0., 24., 48. ve 72. saatlerde) 96 saat boyunca fluvalinatenin
subletal dozlarina [(96 h, LCs0:0,026 pg/L), (0.0033, 0.0065 ve 0.063 ug/L)] maruz
birakildi. Deneme sonrasinda baliklar karanfil yagi (%85-95 eugenol (4- ally-
methoxyphenol-C10H120,), %5-15 isoeugenol ve methyleugenol) ile anestezi edildi.
Stereo mikroskoplar yardimi ile dokular alindi. Fluvalinatenin oksidatif etkilerini
belirlemek i¢in karaciger, kas ve solunga¢ dokularinda Siiper Oksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT) enzim aktiviteleri, Dokuda lipid
peroksidasyon (MDA) duzeyleri spektrofotometrik yodntemlerle tespit edildi.
Uygulanan subletal fluvalinate dozlar1 antioksidan aktivitede (SOD, GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerinde) kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiise neden olurken
MDA diizeylerinde ise kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artisa neden oldu (p <
0.05).

Bu c¢alismada, fluvalinatenin Poecilia reticulata Peters,1859 (zerinde oksidatif
strese sebep oldugu ve toksisitenin belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Fluvalinate, Oksidatif stres, Poecilia

reticulata, Sentetik piretiroid






ABSTRACT

EFFECTS OF FLUVALINATE SUB-LETHAL CONCENTRATION ON
OXIDATIVE STRESS AND ANTIOXIDANT ENZYMES IN SOME TISSUES OF
GUPPY (Poecilia reticulata Peters, 1859)

KOG, Abdurrahman
M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Necati OZOK
August 2019, 71 pages

The purpose of the study is to research effects of sublethal concentrations of
Fluvalinate, which is a synthetic prethyroid, on antioxidant enzymes activities and lipid
peroxidation in female guppies (Poecilia reticulata Peters, 1859). Guppies were
exposed to sublethal doses of Fluvalinate [(96 h, LCs0:0,026 pg/L), (0.0033, 0.0065 ve
0.063pug/L)] in four different timeframes (0, 24, 48 and 72 hours) during 96 hours. After
the experiment, the fish were anesthetized with clove oil (%85-95 eugenol (4- ally-
methoxyphenol-C10H1202), %5-15 isoeugenol ve methyleugenol). Tissues were taken
with the help of stereo microscopes. To determine oxidative effects of Fluvalinate,
Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GSH-Px), Catalase enzyme
activities (CAT), levels of Malondialdehyde (MDA) on muscles and gill tissues were
detected through spectrophotometric methods. Subletal fluvalinate doses caused a
significant decrease in antioxidant activity (SOD, GSH-Px and CAT enzyme activities)
compared to the control group, MDA levels increased significantly compared to the
control group (p < 0.05).

In this study, fluvalinatenin has oxidative stress on Poecilia reticulata Peters,

1859 and can be used as a biomarker in the determination of toxicity.

Keywords: Antioxidant, Fluvalinate, Guppy, Oksidative stress, Synthetic
pyretroid
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artis hizi yogun kentlesmeye, bu da ekilebilir tarim alanlarmin
giin gectikce azalmasma neden olmaktadir. Tarimsal ihtiyact karsilamada; bitki
gelisimini tegvik, birim alanda {iretilen iiriin miktarini, kalitesini ve ¢esitliligini
arttirmak i¢cin en Onemli uygulamalardan biri pestisitlerdir. Toksikoloji biliminin
temelini olusturan ve belirli bir yelpazedeki zararlilari hedef alarak yok etmek icin
kullanilan pestisitler, hedef olmayan ve zararsiz olan bir¢ok organizmayi da olumsuz
etkilemektedir (Glven, 2005; Siemering ve David, 2005).

Pestisitler, belirli organizmalara 6zel olarak toksik olacak sekilde tasarlanmig
kimyasallardir. Binlerce biyoaktif, toksik bilesik {iretilir ve endiistriyel, tarimsal ve halk
saglig1 uygulamalari i¢in diinya ¢apinda kullanilir. Sonug olarak, insan populasyonunun
onemli bir kismi bu kimyasallara maruz kalmaktadir. Pestisitler genelde hedef
organizmalara tamamen spesifik olmadiklari i¢in, insan dahil diger canli tiirlerini de
tehlikeye diistirir (Aprea ve ark., 2002; Hayes ve ark., 2002). Asir1 ve bilingsiz kullanim
sonucu artan pestisit tiiketimi cevre kirlenmesi ve insan sagligi acisindan da cesitli
sorunlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Delen, 2008). Dogal yasam ve dengeli bir
ekosistemin vazgecilmezi olan su, metaller, pestisitler ve diger kirleticilerin asiri
kullanim1 ile Kirlenmektedir (Glaser, 2006), ciinkii kullanildiklar1 hedef bolgelerden
yagmur ve sellerle yikanarak g6l ve irmaklara taginmakta bu da gin gectikce akuatik
sistemlerde birikmelerine neden olmaktadir (Dhawan ve Kaur, 1996; Gilliom, 2007).
Pestisitlerin suya karigma ihtimalini etkileyen bircok faktor bulunmaktadir. Pestisitin
sudaki ¢oziiniirliigi, toprak, hava, iklim, su kaynaklarina uzaklik gibi ¢evresel faktorler,
pestisit kullanim1 sirasinda uygulanan metodlar pestisitlerin suya karisma ihtimalini
etkileyen faktorler arasinda sayilabilir (Levine, 2007). Bunununla birlikte karasal alan,
bahge, park ve diger yerlere uygulandiginda bu kimyasallarin biiyiik bir kism1 kalintt
birakmaktadir. Benzer sekilde pestisitler yasal bigcimde kentsel ve kentsel olmayan
alanlara uygulandiginda, yagmur sular1 ile pestisitlerin bir kismi kanalizasyona
karisarak dere ve nehir kiyilarmma dokiilmektedir (Glaser, 2006). Tarimda kullanilan
pestisitlerin yiizey sularia bulagmasi kiiresel bir sorun haline doniismektedir. Baliklarla

ilgili nehir ve akarsularda yapilan ¢alismalarin %96’sinda, ylizey su ornekleri ile ilgili



caligmalarin tamaminda ve yer alt1 sular ile ilgili ¢alismalarin %33’{inde ise bir ya da
daha fazla pestisit 6nemli miktarda tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2010). Pestisitlerin
bir kism1 yer alt1 sularina da karigsmaktadir. Az miktarda pestisit atmosferde buharlasir
ve sonra yagislarla tekrar yeryiiziine doner. Uygulanan pestisitlerin % 85- 90’1 hedef
canlilara ulasamamaktadir (Kumar ve ark., 2010). Pestisit uygulamasinin yapilmadigi
kutuplardaki penguenlerde, ayibaligi ve eskimolarda DDT’nin varliginin saptanmasi
bazi tarim ilaglariin diinyadaki sirkiilasyonunun ne kadar gii¢lii oldugunu gostermesi
bakimindan 6nemlidir (Tok, 1997).

Diinya niifusunun yaklasik beste birinin glivenli suya erisimi yoktur. Beste ikisi
ise su kaynaklarinin tarim, sanayi ve evsel faaliyetlerin atiklarindan ¢ikan ¢esitli sentetik
bilesiklerle kontamine olmasi1 nedeniyle, kabul edilemez saglik kosullarin sonuglarina
maruz kalmaktadir (He ve ark., 2011). Bu nedenle, tatli su rezervlerindeki kimyasal
kirliligin diinyanin neredeyse tiim bolgelerinde insanligin karsilastigi en 6nemli ekolojik
kaygilardan biri oldugu agiktir. Ciinkii kirlilik nerede olusursa olussun sonunda sucul
sisteme ulagsmaktadir (Dutta ve Dalal, 2008).

Tarim sektorii, su kirliliginin en yaygin kaynaklarindan biridir. Yilda birkag
milyon ton pestisit uygulanmaktadir (Schwarzenbach ve ark., 2006). Ozellikle kimyasal
savagimda kullanilan bu yontem Oncelikli olarak toksikolojik bir indikatére doniisen
baliklar1 etkileyip dogal dengenin bozulmasina neden olmaktadir (Dutta ve Dalal,
2008).

1.1. Pestisitlerin Genel Ozellikleri

ABD Cevre Koruma Dairesi (U.S. Environmental Protection Agency, EPA) nin
tanimlamasina gore, tarimsal {iretimi sekteye ugratan hasereler, mantarlar, kemiriciler
ve yabani otlar gibi zararlilarla miicadele i¢in kullanilmakta olan kimyasal ve biyolojik
ajanlara pestisit ad1 verilmektedir (Klaassen, 2001). Zararllar1 yok etmek i¢in kullanilan
pestisitler ayn1 zamanda hedef dig1 canlilar i¢in de tehlike arzetmektedir. Pestisitler

dolayli olarak kuslarin ve memelilerin besin kaynaklarin1 yok ederken ¢esitli yollarla



besin zincirinde birikmektedir (Hond ve ark, 2003). Pestisitlerin hedef dis1 canlilar1 da
etkilemesi, organizmalarin dogal popiilasyonlarinda istem dis1 diizensizliklere, varolan
ekosistemde dengesizlige, besin agmin farklilasmasina ya da besin zincirinin
kirilmasina yol agabilmektedir (Dokmeci, 1988). Tarimsal savasimda bitkilerin zararl
mikroorganizmalar ve diger bitkilerden korunmasi, tarimda stirekliligi saglamak
amactyla bitkileri koruma amagli uygulanmaktadir. Bu miicadele ile ekonomik olarak
kazang amaglanmaktadir. Hem insan hem cevre sagligi goz Oniine alinarak tarimsal
miicadele icin bir¢ok yontem denenmektedir. Pestisitler, yani tarim ilaglari, tarimsal
miicadele yontemlerinden sadece birisidir (Delen Nafiz ve Durmusoglu, 2005).
Pestisitler, hasereler, otlar, mantarlar, kemiriciler gibi istenmeyen canlilar1 kontrol
etmek icin tiim g¢evresel alanlarda kullanilmaktadir. Cevreye uygulanan en zararl
kimyasallardan biridir. Pestisitlerin insan gereksinimleri igin katkis1 olsa da hedef dis1
organizmalar Gzerindeki olumsuz etkileri blyiktir (Kumar ve ark., 2010). Pestisitler
tarim alanlar1 kadar ev ve bahgelerde sivrisinek vb. vektorlere karst da kullanilmaktadir

(Matthews, 2006).

Pestisitler hedef canlilara gore gruplara ayrilmaktadir (Satoh ve Gupta, 1989).
e Insektisitler (Organofosfat, Organoklorinler, Karbamatlar, vb.)

¢ Herbisitler (Paraquat, diquat, 2,4-diklorofenoksiasetik asit, vb.)

e Fungusitler (Dithiokarbamat, Captan, vb)

e Fumigantlar (Etilen dibromit, Metil bromit, Fosfin, vb)

Pestisitler cesitli sekillerde siniflandirilabilirler (Oztiirk, 1990).
e Formiilasyon sekillerine

e Kullanim teknigine

e flacin fiziki haline

¢ Kullanildiklar1 zararli grubuna

o Etki sekillerine

e Zararlinin biyolojik donemine



e Kontrol ettigi zararlinin bulundugu yer ve konuk¢u durumuna ve
¢ Bilesimindeki etkili madde grubuna gore.

Pestisit kalintilarinin etkisi ve sonuglari, bunlarin farkli klimatik kosullardaki
etkisini tahmin etmeyi gliglestiren bircok biyolojik, kimyasal, fiziksel faktorlere
baghdir. Diinya genelinde, pestisit yararlar1 ve zararlar1 ¢cok degiskendir. Uriine, yila,
bolgeye ve diger faktorlere gore gesitlilik gosterir (Brooks ve Roberts, 1999).

Pestisit amagli kullanilan toksik maddelerin hedef organizma disinda cevreye,
insan ve diger organizmalara zarar verme riski kaginilmaz oldugu icin pestisitlerin
toksisitesi ve kullanimi ile ilgili diizenlemeler gelistirilmistir. Bununla birlikte
pestisitlerin sebep olacagi risklerin degerlendirilmesi ve bunlarmm uygun miktarda
kullanimina karar vermek kolay degildir. Toksik materyalin riski, hem onun toksisitesi
hem de hassas oldugu organizmaya olan etkisinin kesin olmamasidir. Toksik madde
etkisini laboratuvar kosullarinda 6lgmek kolaydir, ancak organizmalara olan etkisine

karar vermek zordur (Siemering ve ark., 2005).

1.2. Piretrum

En eski pestisitlerden birisi olan piretrum Chyrsanthemum cinerarifolium’dan,
elde edilmektedir. Bunlar kullanildiklar1 zararlilara kars1 ¢ok spesifiktir. Insanlara cok
daha az toksiktir. Giiniimiizde piretrum diger pestisitlerle kombine olarak
kullanilmaktadir. Piretrum boceklere karsi etkili olma 6zelligini stirdiirmektedir (Giler
ve Cobanoglu, 1997). Piretrum balik ve iribas larvalara kars1 yiiksek oranda toksiktir.
Larvalarin derilerine, dokunma reseptorlerine ve denge organlarina etki etmektedir

(Tomlin, 1999).
1.3. Sentetik Piretroitler
Dogal piretroidler 151k ve sicaklik karsisinda kararsizdir. Bu kararsizlik

nedeniyle 151k ve sicaklik karsisinda daha kararli olan sentetik piretroidler

gelistirilmistir. Binin iizerinde sentetik piretroid, yiiksek insektisal potansiyelleri ve



dogadaki kaliciliklariin azligi nedeniyle evsel zararlilar1 kontrol etmek kadar zirai
miicadelede de kullanilmak {izere {iiretilmistir. Baslica sentetik piretroid ornekleri:
alletrin, resmetrin, d-fenotrin, tetrametrin, sipermetrin, deltametrin, fenvalerat,
furametrin, kadetrin, tellaterin, fenpropatrin, tralometrin, sihalotrin, lambda-sihalotrin,
teflutrin, flusitrinat, fluvalinate ve bifenatdir (Stocton, 1990; Williams ve ark., 2000).

Sentetik piretroidlerin temel avantaji, 1s18a karst kararhiliklar, diisiik
konsantrasyonda dahi etkili olmalari, kolay ¢ozlinmeleri, kus ve memeli tiirlerine karsi
diisiik toksisite gostermeleridir (Amin ve Hashem, 2012). inert (Aktif olmayan)
maddelerin toksisitesi genellikle bilinmemekle birlikte, bazilarmin bilinen toksik
bilesiklerle yapisal benzerlige sahip olduklar1 gosterilmistir. Ticari sir 6zelligi nedeniyle
Amerika Birlesik Devletleri’nde s6z konusu inert bilesen olarak tanimlanan maddelerin
niteliginin bulunabilmesi miimkiin olamamaktadir. EPA bu bilesenlerle ilgili ayrintili
bir degerlendirme baslatmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Isiga dayanikli bazi piretroidlerin yapisal formiilleri Sekil 1.1.’de verilmistir

(Tomlin, 1995).
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Sekil 1.1. Isiga dayanikli piretroidlerden baslicalarinin yapisal formiilleri.

Sentetik piretroidlerin genel ve kimyasal adlar1 Cizelge 1.1.”de verilmistir.



Cizelge 1.1. Baz1 sentetik piretroidlerin genel ve kimyasal adlar1 (Anonim, 1996)

Allethrin

Bifenthrin

Cyfluthrin

Cyhalothrin

Cypermethrin

Deltamethrin

Esfenvalerate

Fenpropathrin

Fluvalinate

Permethrin

Resmethrin

Tefluthrin

Tetramethrin

Fluvalinate

(RS)-3-alil-2-metil-4-oksiklopent-2-enil (1RS) cis, trans krizantamat

[1-alfa,3-alfa-(2)] -(+)-(2 metil[1,1°-bif nil]-3 yI) metil 3-( 2,kloro-3,3,3-trifloro-1-
profenil)-2,2-dimetilkloropropankarboksilat

Siyano( 4- floro-3- fenoksifenil) metil 3-(2,2-dikloroetenil)-2,2-

dimetilkloropropankarboksilat

Alfa-siyano-3-fenoksibenzil 3-(2- kloro-3,3,3-trifloroprop-1-enil) )-2,2-

dimetilkloropropankarboksilat

Alfa-siyano-3-fenoksibenzil (+) cis,trans-3-(2,2-diklorovinil) )-2,2-

dimetilkloropropankarboksilat

(S)- siyano-(3-fenoksibenzil) (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil) )-2,2-

dimetilkloropropankarboksilat

(S)- siyano-(3-fenoksifenil) metil(S)-4-kloro-alfa-(1-metiletil)-benzenasetat

RS-alfa-siyano-3-fenoksibenzil 2,2,3,3-tetrametilkloropropankarboksilat

A-RS,2(R)-fluvalinate[(RS)-alfa-siyano-3-fenoksibenzil (R)-2-[2-kloro-4-

(triflorometil)anilino]-3-metil-butanot]

2,2-dikloroetenil) )-2,2- d metilkloropropankarboksilat

[5-(fenilmetil)-3-furanil metil 2,2-dimetil-3-(2-metil-1-proenil) kloropropankarboksilat

2,3,5,6-tetrafloro-4-metilbenzil (2)-(1 RS, 3 RS)-3-(2-kloro-3,3,3-trifloroprop-1-etil)-
2,2- dimetilkloropropankarboksilat

2,3,5,6-tetrafloro-4-metilbenzil (2)-(1 RS, 3 RS)-3-(2-kloro-3,3,3-trifloroprop-1-etil)-
2,2- dimetilkloropropankarboksilat

A-RS,2(R)-fluvalinate[(RS)-alfa-siyano-3-fenoksibenzil(R)-2-[2-kloro-4-

(triflorometil)anilino]-3-metil-butanot]




Sentetik piretroidler, nérotoksiktir (Vijverberg ve Vanden Bercken, 1990).
Memeli viicudunda birikmezler ve memeliler iizerinde oldukg¢a az etki birakirlar; kuslar
icin de yiiksek giivenlik katsayisina sahiptir; fakat sucul omurgasizlara ve baliklara karsi
yuksek oranda toksiktir (Moore ve Waring, 2001; Kumar ve ark., 2010). Sentetik
piretroidler gereginden fazla kullanildiklar1 zaman, birbirleriyle tepkimeye girerler ve
sudaki hedef olmayan canlilara, bilhassa balik ve artropodlara toksik etki yaparlar. Bu
olumsuz etkileri nedeniyle gevresel bir tehdit olusabilmektedir (Moore, 2001; Solomon
ve ark., 2001). Biyolojik zarlar ve dokular bu kimyasallar1 kolaylikla absorbe
edebilmektedir (He, 1994). Bu kimyasallar ¢esitli dokularin metabolizmalarini ve
enzimlerini etkileyerek bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal degisime neden olmaktadir
(Kamalaveni ve ark., 2001). Sentetik piretroidler lipofilik etkileri nedeniyle suda az
miktarda bulunduklarinda dahi sucul canlilarin solungaclarindan yiiksek oranda absorbe
edilmektedir (Viran ve Erkog, 2003). Baliklar, memeliler ve kuslara gore sentetik
piretroidleri ¢ok yavas metabolize etmektedir. Bu bilesenler baliklar tarafindan daha
yavas atilmaktadir. Bu durum pestisitlerin baliklarda diger organizmalardan yiiksek
toksisitesini agiklamaktadir (Solomon ve ark., 2001). Sentetik piretroidlerin akut
toksikolojisi, bircok tirde kapsamli sekilde ele alinmistir. Kronik maruz kalmanin
sonucunda, davramiglar1 ve {iremeyi kapsayan cesitli etkiler, omurgalilar ve
omurgasizlarda incelenmistir. Toksisite yiiksek oranda sterokimyasal yapiya baglidir,
her geometrik veya optik izomer bireysel toksik giice sahiptir. Cogunlukla, triinler
izomerlerin karisimidir (Solomon ve ark., 2001). Sentetik piretroidlerin memeli canlilar
tizerindeki etkilerinin kisa siireli olmas1 beklenmektedir. Yine de sentetik piretroidlerin
neden oldugu zehirlenmeler Cin gibi bazi {ilkelerde 6liimlere yol agtigr bildirilmistir
(He, 1994).

1.4. Fluvalinate

Fluvalinate EPA toksisite II simifindan orta dereceli bir toksik bilesendir

(Anonim, 1996). Cizelge 1.2.” de Fluvalinate’in genel 6zellikleri belirtilmistir.



Cizelge 1.2. Fluvalinate’in genel 6zellikleri (Kidd ve James, 1991)

Goriiniisii Viskoz, sar1
Genel ad1 Tau- fluvalinate
Kimyasal adi RS)-alfa-siyano-3-fenoksifenil N-(2-kloro-a,a,a-

trifloro-p-tolil)-D-valinat

Molekl formali C26H22CIF3N203

Molekiil agirlig: 502.93

Sudaki ¢oziiniirliigi (25 C°) 0.002 mg/I

Diger ¢oziiciilerde ¢oziiniirliiga Organik ¢oziictlerde vb., aromatik

hidrokarbonlarda (6rnek: hidrokarbon) ¢tzinebilir.

Kaynama noktast > 450 C°
Buharlagma basinci (25 C°) <0.013 mPa
Yogunluk 1.29 g/cm3

Fluvalinate, genis spektrumlu bir insektisittir, pulkanatlilar ve kinkanatlilar;
pamuk, patates, meyve agaglari, sebzeler ve tarla mahsulleri, ¢im, siis bitkileri lizerinde
yasayan diger zararlilara karsi genis alanlarda kullanilan sentetik bir piretiroiddir.
Emiilsiyon, siispansiyon seklinde veya sivi formiilasyonda olabilir (Anonim, 1996).
Meyve agaclari, sebzeler, tahil, pamuk, ¢ay, tiitiin ve diger iriinler lizerinde bulunan
oriimcek akarini kontrol etmek iginde kullanilir. Ayni1 zamanda ar1 kovanlarnda yer alan
parazitleri kontrol etmek i¢in de kullanilir (Roberts ve Hutson, 1999).

Fluvalinate pestisitinin kullanilan bazi formiilleri gozde kasinma yapma
kapasitesine sahiptir. Fluvalinate iceren driinlerin etiketlerinde tehlikeli madde yazisi
bulunmalidir. Baliklar ve akuatik canlilara yiiksek toksik etkileri nedeniyle smirh
kullanim1 olan pestisitler (RUP) sinifina dahil edilmektedir (Anonim, 1996).

Fluvalinate, sodyum kanallarin1 inhibe eden sentetik bir piretroiddir. Genel olarak
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sentetik piretroidler benzer galisma sekline sahiptir. Sinir hiicre zarlarinda sodyum
kanallarini agik tutarak etkiler. Sentetik piretroidler boceklerin periferal ve merkezi sinir
sistemini etkiler. Bunlar, baslangicta sinir hiicrelerini uyarir ve daha sonra sinir

hlcrelerinde felce neden olurlar (Anonim, 2005).

1.4.1. Fluvalinate’in cevresel etkileri

Fluvalinate toprakta 6-8 giinliik yarilanma siiresiyle diisiik oranda kalinti
birakmaktadir (Kidd ve James, 1991; Wauchope ve ark., 1992). Aerobik kosullarda,
killi ve kumlu topraklarda fluvalinate yarilanma siiresini 4-8 giine diisirmektedir.
Anaerobik kosullarda kumlu topraklarda fluvalinate’in yarilanma siiresi 15 giin
olabilmektedir (Anonim, 2005). Fluvalinate suda hemen hemen hi¢ ¢éziinmemektedir
ve topraktaki partikiilleri baglamak igin gii¢lii bir egilim gdostermektedir (Wauchope ve
ark., 1992). Fluvalinate’nin suda yarilanma stiresi 1 giindiir ve fluvalinate suda 151k
karsisinda bozunmaktadir. Isikta bozunma sonucu anilino asit ve 3 fenoksil benzoik asit
olusturmaktadir. Normal ¢evresel sicaklik ve pH degerlerinde fluvalinate hidroliz
karsisinda kararlidir (Anonim, 2005). Cizelge 1.3.’de piretroid pestisitlerinin viicut
agirligina gore memelilerdeki toksisiteleri verilmektedir. Cizelge 1.3.’deki degerlere
gore fluvalinate memeli hayvanlar iizerinde diisiik toksisite gostermektedir. Diger
sentetik piretroidlerle karsilastirildiginda LDso degerinin yiiksek olmasi toksik etkisinin

az oldugunu belirtmektedir.
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Cizelge 1.3. Piretroid pestisitlerinin bazi memelilerdeki toksisiteleri (mg\kg vicut
agirhigi) (Fishel, 2005)

Genel ad1 Farelerde oral LDso Tavsanlarda dermal LDso
Allethrin 860 11.332
Bifenthrin 375 >2.000
Cyfluthrin 869-1271 >5.000
Cyhalothrin 79 632
Cypermethrin 250 >2.000
Deltamethrin 31-139 (disi) >2,000
Esfenvalerate 451 2.500
Fenpropathrin 70.6-164 >2.000
Fluvalinate 261-282 >20.000
Permethrin 430-4.000 >2,000
Resmethrin 1.244- >2.500 >2.500
Tefluthrin 969 >2.000
Tetramethrin >5.000 >2.000
Tralomethrin 284 >2.000

Cizelge 1.4. baslica piretroid pestisitlerin baliklar, kuslar ve arilarin dogal yagam
alanlarindaki toksisite oranlarini belirtmektedir. Cizelge 1.4.’e gore Fluvalinate kuslar
tizerinde nerdeyse toksik olmayan, baliklar tizerinde yiiksek oranda toksik, bal arilarinda
ise uygulandiginda canliyr 6ldiirecek kadar toksik etki gostermektedir (Fishel, 2005).
Yapilan deneyler, Fluvalinate’in baliklar iizerinde yiliksek oranda toksik oldugunu

gostermektedir (Bkz. Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Baslica piretroid pestisitlerin baliklar, kuslar ve arilarin dogal yasam
alanlarindaki toksisite oranlar1 (Fishel, 2005)

Genel ad1 Kuslarda akut oral LDso Arilarda LDso Baliklarda LCsp
(mg/kg)* (mg/kg)* (ppm)
Allethrin PNT HT HT
Bifenthrin ST-PNT HT HT
Cyfluthrin PNT HT VHT
Cyhalothrin PNT HT HT
Cypermethrin PNT HT VHT
Deltamethrin PNT HT HT
Esfenvalerate PNT HT VHT
Fenpropathrin ST HT VHT
Fluvalinate PNT MT VHT
Permethrin PNT HT VHT
Resmethrin PNT HT VHT
Tefluthrin ST-PNT HT VHT
Tetramethrin PNT HT
Tralomethrin HT VHT
Allethrin PNT HT HT

Kuslarda LDsg: Pratikte nontoksik (PNT ) = >2,000; az toksik (ST)= 501-2,000; orta derecede toksik
(MT)= 51-500; as1ir1 toksik (HT)= 10-50; ¢ok yiiksek oranda toksik (VHT)= <0,1.

Baliklarda LCso: PNT= >100; ST= 10-100; MT= 1-10; HT=0,1-1; VHT=<0,1.
Arilarda LDso: HT= asir1 toksik; MT= orta derecede toksik; PNT= pratikte toksik degil.
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1.4.2. Fluvalinate’in ekolojik etkileri

Kuslar tlizerinde diisiik derecede toksiktir. Coturnix coturnix Uzerinde tespit
edilen oral akut LDsp degeri 2510 mg/kg’dan fazladir (Kidd ve James, 1991).
Fluvalinate’in besin yoluyla verilerek belirlenen LCso degeri Anas platyrhynchos ve
Coturnix coturnix i¢in 5620 ppm’den fazla olarak bildirilmektedir (Kidd ve James,
1991; Anonim, 2005). Sentetik piretroidler, hayvanlara farkli derece ve sekillerde toksik
etki yapmaktadir. Memeli ve kuslarda daha giivenli olmalarina ragmen, balik ve
artropodlara kars1 akut etkileri vardir. Maruz kalma yolu, metabolizma ve eliminasyon
orani toksisite miktarini etkiler (Solomon ve ark., 2001). Toksik etkinin oldugu yere
gore, insektisite verilen tepkiler Onemli derecede farklilik gosterir. Sentetik
piretroidlerin su, toprak, hava, iriinler ve hedef olmayan tiirlerde var olmalarinin
sonuglarinin arastirilmasi, bugiin ve gelecekte kullanimlari igin gereklidir (Satoh ve

Gupta, 1989).

1.5. Serbest Radikaller

Kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
kisminda gerceklesir. Dis orbitallerinde paylasilmamis elektron iceren kimyasal tiirlere
radikal denir. Radikaller reaktivitesi ¢cok yiksek olan kimyasal tirlerdir. Basit bir atom
ya da karmasik yapili bir organik molekiil radikal olabilir. Canli sistemde bu
radikallerin en énemlileri oksijen ile elde edilmektedirler (Valko ve ark., 2004). Atomik
yapilarinda paylasilmamis elektron igeren elementlerin bir kismi dogada atomlar:
seklinde degil molekiiller seklinde bulunurlar. Dogada atomlar1 seklinde serbest
bulunmayan ve organik molekiillerin baglica atomlart olan H, C, N, O ve S’iin elektron

konfigiirasyonlar1 Cizelge 1.5’de verilmistir.
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Cizelge 1.5. Biyolojik molekiillerin baslica yapisal atomlarinin elektronik
konfigiirasyonlar1 (Kiling ve Kiling, 2002)

Element Atom Elektronik Orbitallere
Numarasi Konfiglrasyon Elektronlarin Yerlesimi
H 1 1st t
C 6 1522522p? ety ¢t
N 7 1522522p° ety ¢t 1t
@) 8 1s22522p* LR AR 2% N .
S 16 15225?2p%3s23p* IRZRARZRA R A RS R AN .

Cevremizde meydana gelen fiziksel ve kimyasal olaylarin yani sira hiicresel
kosullarda da radikaller Uretilmektedir. Metabolik siirecin bir parcasi olarak
viicudumuzda siirekli olarak bir serbest radikal {iretimi vardir. Radikaller, reaktif oksijen
tarleri (ROS), reaktif azot turleri (RNS), kikirt merkezli radikaller ve digerleri olarak
siiflandirilabilirler. Radikaller temel olarak kovalent baglarin homolitik kirilmasi,
normal bir molekulin elektron kaybetmesi ve normal bir molekdle elekron transferi gibi
mekanizmalarin gergeklesmesi ile olusur (Halliwell ve Gutteridge, 1984;Gutteridge,
1995).

1.6. Radikallerin Olusumu

Serbest radikallerin olusmasi ise ti¢ yolla sekillenir (Cheeseman ve Slater, 1993)

1.6.1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi

Yiksek sicaklik (500-600°C) veya yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalarin

etkisinde kalan kimyasal baglarin kirilmasi ile bag yapisindaki iki elektronun her biri
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farkli atomlar {izerinde yer aliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir. Organik
molekdllerdeki baglarin heterolitik kirtlmas1 durumunda zit yiiklii iyon giftleri olusur ve
bu tirler de reaktiflerdir (Ttirkmen ve Ozdemir, 2011).

X:Y—>Xe+Ye

1.6.2. Normal bir molekulin elektron kaybetmesi

Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan
birinin tlizerinde kalir. Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi
sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa, bu molekiiliin radikal formu
meydana gelir. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin
radikal formlar1 olusur. Glutatyon (GSH) radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil
radikali olusur (GSe). iki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu olusan tiir ise
glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011).

X Y- X +Y'

1.6.3. Normal bir molekdule elektron transferi

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
stiperoksitin (O27¢) olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile olusan radikaller canlilar
icin 6nemlidir. Canlilarda siiperoksit tretimi bir¢cok enzimatik olmayan tepkimelerle
meydana gelir. Siiperoksit radikalinin yapimindaki artis, oksijenin diger radikal
tiirlerinin ve diger atom merkezli radikallerinin olusumu i¢in etkin rol oynar (Akkus,
1995).

A+e — Ae ()
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1.7. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve bunlarin son derece yikici dogasi en az otuz
yildir bilinen bir gergektir. Bunlarin ¢esitli hayati organlara patofizyolojik etkileri
blyiktir ve bunlarin diger etkileri hala merak uyandirmaktadir. Oksidatif stres en basit
sekilde hiicre tabakasinin lipit peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi ile
vucudun antioksidan savunma sistemi arasinda dengesizlik olarak tanimlanabilir.
Vicutta serbest radikaller oksidatif stresin bir durumu olarak kronik ve kalici hasarlara
neden olabileceginden canlinin korunmasi igin antioksidanlar gelistirilir (Harman,
1999). ROS, siiperoksit anyonlar1 (O27¢) ve hidrojen peroksit (H202), oksijenli solunum
sonucu surekli olusturuldugu gibi radyasyon 1sinlari, ozon, sigara, bazi ilaglar, pestisitler
gibi kimyasal ajanlara maruz kalinmasindan dolay1 hiicre ve dokularda olusur (Davies
ve Dean 1997). ROS hiicresel bilesenlerde oksidatif zararlara neden olmaktadir, boylece
bozulmalara ve yaslanmaya sebep olur (Orr ve Sohal, 1994; Hermes-Lima ve Zenteno-
Savin, 2002). Serbest radikal olusumunun bir sonucu olarak, hiicrelerde siirekli
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar gerceklesir (Halliwell, 1994). Oksidatif
stresin tam dogasini anlamak i¢in, serbest radikal iretiminin prensipleri ve vicudun

normal savunma sistemini agiklamak gereklidir.

1.8. Oksijen ve Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Molekuler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron igerir. Bu
elektronlar, spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji
seviyesindedirler (Halliwell ve Guterrige, 1999). Bu nedenle molekiler oksijen ile
reaksiyona girecek olan molekiilinde ayni 6zellige sahip olmasi gerekmektedir; fakat
diger molekiillerin dig orbitallerindeki elektronlar1 eslesmis ve antiparalel olarak
yerlestiginden oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi son derece kisithdir.
Canlilarin oksijeni kullanabilmesi i¢in, oksijene elektron transferi yaparak s6z konusu
spin kisitlamasini1 agsmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar gecis elementleri sinifindan

bazi metal iyonlarindan (Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo vb.) yararlanirlar. Canlilarda
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oksijeni kullanan enzimler ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu elementlerden

en az bir tanesini icermek zorundadirlar (Kiling ve Kiling, 2002).(Bkz. Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Reaktif oksijen tirleri (Abuja ve Albertini, 2001)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil [*OH] Peroksinitritf ONOO-]
Alkoksil [L(R)O¢] Hipoklorid[-OCI]
Peroksil [L(R OO-] Hidroperoksit[L(R)OOH]
Nitrik oksit[NOe] Singlet oksijen['O;]
Siperoksit[O2+] Hidrojen peroksit[H20-]

1.8.1. Stperoksit radikali (Oz¢7)

Molekdler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu stiperoksit radikali
(O2") olusur. Oksijen ile reaksiyona giren indirgeyici Ozellikteki biyomolekiiller
oksijene tek elektron verip kendileri oksitlendiginde, enzimlerin katalitik etkilerinde,
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron
kacaginda, fagositik 16kositlerin aktivitesi sonucu siiperoksit radikali olusur. Kendisi
direkt olarak zarar vermezken, aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir

radikale vererek tekrar oksijene oksitlenir (Akkus, 1995).

1.8.2. Hidrojen peroksit (H202)

Peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Hidrojen peroksit
bir radikal olmadigi halde, Fe." veya diger gecis metallerinin varliginda (Fenton
reaksiyonu), superoksit radikalinin (O27) varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (+OH)
olusturdugu i¢in ROS kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol

oynar (Gutteridge, 1995).



18

1.8.3. Hidroksil radikali (*OH)

Reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) en guclusudir. Biyolojik ve kimyasal
sistemlerde tiretilebilen hidroksil radikali (*OH) son derece reaktif bir oksidan radikaldir
ve sulu ortamlardaki yar1 O6mrii 1 nano saniyeden daha azdir. Bu nedenle olustuktan
sonra yakin oldugu substratlarla reaksiyona girer. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri
gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RSe), karbon merkezli
organik radikaller (Re), organik peroksitler (RCOQ¢) gibi yeni radikallerin olusmasina
ve sonugta biiyiik hasara neden olur (Kiling ve Kiling, 2002).

1.8.4. Singlet oksijen (*O2)

Molekiiler oksijene kiyasla singlet oksijende (*O2) elektron dénme yonleri
birbirine zittir ve ¢esitli yoriingelerde bulunurlar. Bu nedenle eslesmemis elektron
icermedigi icin serbest radikal degildir. Bununla birlikte donme yonlerinin
farkliligindan dolayr oksijenin yiiksek reaktif formudur. Kovalent tepkimelerden
Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Bu
molekillerden doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini
(ROQ¢) olustururarak etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir (Gutteridge,
1995).

1.8.5. Peroksil radikali (ROO*)
Igerdigi R grubuna baglh olarak redoks potansiyeli yiiksek enerjili bir radikaldir.

Radikalin etkinligi i¢erisinde bulundugu cevreye, oksijene, diger reaktanlarin varligina

ve ¢esidine gore degisir (Burcham, 1998).
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1.9. Reaktif Azot Turleri (RNS)

Oksijen radikalleri ¢cok sayidaki fiziksel/kimyasal mekanizmalarla, enzimatik ve
enzimatik olmayan vyollar ile olusturulmasina ragmen viicudumuzda reaktif azot
tirlerinin sentezini saglayan mekanizmalar son derece kisithdir. Ekzojen azot
bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan nitrik oksitin yani sira olusturan
endojen nitrik oksitin tek kaynagi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir (Kiling ve
Kiling, 2002).

1.9.1. Nitrik oksit (NO")

Canlilarda 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren azot merkezli bir radikal
olan nitrik oksit tizerindeki paylasiimamis elektron hem azot hem de oksijen atomu
Uzerinde lokalizedir. Bu nedenle tam radikal 6zelligi tasimaz. Radikal olarak reaktivitesi
diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girer.
Siiperoksit ile NO arasindaki tepkime ile olusan peroksinitrit (ONOQO), hidroksil
radikali benzeri aktiviteye sahiptir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Biyolojik dokularda nitrik
oksit sentaz tarafindan tretilen NO:, nérotransmisyon, kan basincinin diizenlenmesi,
savunma mekanizmasi, diiz kas gevsemesi ve immiin regiilasyon gibi pek ¢ok biyolojik

strecte 6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekulidir (Alderton ve Ark., 2001).
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Cizelge 1. 7. Oksijenden ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler (Nordberg ve
Arner, 2001)

Tar Adi Tar Adi

102 Singlet oksijen NO Nitrik oksit

05 Siperoksit NOz Nitrojen dioksit
H.0, Hidrojen peroksit NO,* Nitril katyonu

‘OH Hidroksil radikali NO Nitroksil

ROO Peroksil radikali No* Nitrozil

ROOH Hidroperoksit ONOOr Peroksinitril

RO Alkoksi radikali ONOO Peroksinitril radikali
ROOR: Endoperoksit N203 Dinitrojen trioksit
HOy Hidroperoksi radikali N204 Dinitrojen tetroksit

1.10. ROS ve RNS’nin Kaynaklari

Reaktif oksijen ve azot turleri hem endojen hem de ekzojen kaynakli olabilir.

1.10.1. Endojen kaynaklar

Icerisinde mitokondri, sitokrom p450 metabolizmasi, peroksizomlar ve
inflamatuar hicre aktiviteleri bulunur (Inoue ve Ark., 2003). Aktive makrofajlarda
oksijen tiiketimi yiikselir ve dolayisiyla siiperoksit anyonu ve nitrik oksit gibi radikaller
ile hidrojen peroksit agiga ¢ikar (Conner ve Grisham, 1996). Sitokrom p450’nin
katalitik dongilisiinde meydana gelen bir ayrilma ve aksamada siiperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit olusumu olasidir. Mikrozomlar, in vivo hiperoksia alanlarinda tiretilen
H202’nin  %80’inden sorumludur. Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, Urat
oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi acil-COA oksidaz gibi oksidazlar,
sliperoksit Uretmeden bol miktarda hidrojen peroksit (H202) Uretimine neden olurlar.

Hipoksantinden ksantin ve ksantinden urik asit reaksiyonunu katalizleyen ve her iki
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adimda da molekiiler oksijen kullanarak birinci adimda siiperoksit anyonu, ikinci
adimda hidrojen peroksit olusturan ksantin oksidaz (XO) enzimi mitokondride bulunur.
Membrana bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynakli olarak endoplazmik retikulum
ve nikleer membranda da serbest radikal Gretimi olmaktadir (Valko ve Ark., 2004).
Fagositlerin uyarilmasi sonucu heksoz monofosfat yoluyla glukozun oksidasyonunda
artis meydana gelir. Bu esnada elektron vericisi olarak NADPH kullanilir ve molekiiler
oksijenin (O2) sliperoksit radikaline (O2") indirgenmesi sonucu NADP™ {retimi artar ve
heksoz monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat yolunun aktivasyonuna neden
olan NADP* nin diger kaynagi hidrojen peroksidin (H202) detoksifikasyonundan

sorumlu olan glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemidir (Bkz. Sekil 1.2).

Fel* Fei*
202' Scﬂ] H.O OH-
r"'_‘"\o 22
2 2 2GSH NADP*

HEDE

G5H-Px GSH-Red

G35G NADPH*

2H,0 + 0, 2H,0 H

Sekil 1.2. Glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz safti.

1.10.2. Ekzojen kaynaklar

Eksojen kaynaklar bazi yabanci toksik maddelerle ya dogrudan serbest radikal
uretirler ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan aktiviteyi
diisiirerek hiicrede ROS ve RNS iretimine neden olurlar. Bu toksik maddelerin
igerisinde klorlu bilesikler, metal iyonlari, radyasyon, barbitiiratlar, karbon tetrakloriir,
hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara ve sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler sayilabilir (Mercan, 2004). Ornegin azot dioksit gazi (NO2¢) etkili bir
lipid peroksidasyonu baslaticis1 olarak direkt etki eder. Ote yandan kuru temizlemede

kullanilan toksik bir madde olan karbon tetrakloriir (CCls) karacigerde sitokrom p450
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tarafindan triklorometil serbest radikaline (CClse) doniistiiriiliirken, triklorometil serbest
radikali de molekuler oksijenle (O.) etkileserek peroksil serbest radikali (CCl30z¢)
olusturur ve bunlarda lipid peroksidasyonu baslaticisidirlar. Boylece reaktif serbest
radikal tretimi karacigerde antioksidan savunmalari asar, selliler membranlarda

oksidatif yikimi1 baslatarak ciddi doku hasar1 meydana gelmesine neden olur.

1.11. Serbest Radikallerinin Etkileri

Radikallerin biyolojik sistemlerde hem yararli hem de zararli olmak iizere iki
cesit etkileri bulunmaktadir. Diisiik konsantrasyonlardaki ROS/RNS enfekte ajanlara
kars1 savunma ve hiicresel sinyal sisteminde degisik fonksiyonlar1 harekete gecirirken,
yuksek konsantrasyondaki ROS/RNS lipitler, membranlar, karbohidratlar, proteinler,
nikleik asitler gibi hicrenin 6nemli molekiiler yapilarina zarar verir (Valko ve Ark.,
2006). Superoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatarak membran
permeabilitesinin artmasina yol agar (Word ve Peters, 1996).

Antioksidan savunma sistemleri ile radikallerin bu zararli etkileri non-enzimatik
ve enzimatik olarak engelleyerek dengeler. Fakat buna ragmen oksidatif hasar hiicrenin
yagsam dongiisii boyunca birikir ve radikal hasarina bagli olarak DNA, protein,
karbohidrat ve lipitlerdeki bozulmalar yasa bagli goriilen hastaliklarin gelismesinde
(kanser, ateroskleroz, artrit, norodejeneratif hastaliklar ve diger durumlar) 6nemli rol
oynar (Halliwell ve Guterrige, 1999). Ote yandan serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu hiicre hasarinin diyabet, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi,
amfizem/bronsit, gebelik preeklampsisi ve akut renal yetmezlik gibi bir¢ok kronik

hastaligin komplikasyonlarina sebep oldugu diisiiniilmektedir (Akkus, 1995).

1.11.1. Karbohidratlara etkileri

Serbest radikallerin etkileri sonucu monosakkaritlerde hidrojen peroksit, peroksit

ve oksoaldehitler meydana gelir. Agiga ¢ikan oksoaldehitler proteinlere baglanabilme
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ozelliklerinden dolayir antimitotik etki gostererek etki eder ve boylece kanser ve
yaslanmaya neden olabilirler (Meram ve Aktaran, 2002). ROS, bag dokunun énemli bir
bileseni olan hiyaliironik asit gibi karbohidratlarin parcalanmalarina da yol agabilir

(Belge ve Ark., 2004).

1.11.2. Lipitlere etkileri

Serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekiiller biyolojik
dokulardaki ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA) sahip olan lipitlerdir. Tum biyolojik
zarlar, c¢oklu doymamis yag asitleri ile amfipatik lipitler ve zar proteinlerinin
birlesmesinden olusur. (Sekil 1.3) Lipit peroksidasyonu (LPO), ¢oklu doymamis yag
asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baglayan ve oto Kkatalitik zincir
reaksiyonlar1 seklinde uzayan, lipit peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon
radikalleri ve ugucu bazi Urlinlere ¢evrilmesi seklinde sonlanan siirectir (Dikici, 1999;
Yanbeyi, 1999) (Bkz.Sekil 1.3).

vy
ffiffflfft 4‘ a’ f

HUCRE iCi

Sekil 1.3. Hiicre zarinin yapist (Koolman ve Roehm, 2005).
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Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir.
Lipit peroksidasyonu, membranlara yakin bolgelerde ortaya ¢ikan hidroksil radikalinin
membran fosfo lipidlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur (Yanbeyi,
1999; Barim Oz, 2005). Lipit peroksidasyonu reaksiyonu ya toplayici antioksidan
reaksiyonlarla sonlandirilir ya da oto katalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder.
Serbest radikaller hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak hizli hiicre ve
doku bozulmalarina neden olur (Dikici, 1999).

Baliklarin kas dokularinda bulunan en 6nemli prooksidanlar; yapisinda hem olan
ve olmayan pigmentler, kompleks demir, ferritin, mitokondri-sarkoplazmik retikulum
enzim sistemi, NADH (nikotinamid adenin dintleotid hidrojenaz) ve lipoksijenaz’dir.
Antioksidanlar ise; suda c¢ozlinen siperoksit dismutaz, katalaz, Fe-tutucular, askorbat,
glutatyon peroksidaz, E vitamini, C vitamini, ubiquinol ve karotenoitler'dir. Ozellikle
coklu doymamis yag asitleri (PUFA), proteinler, DNA ve bazi renk pigmentleri,
prooksidanlarin etkisi altindadir. Baliklar diger omurgalilardan farkli olarak ya giinliik
ya da mevsimsel sicaklik ve oksijen degisikligine maruz kaldiklar i¢in kararsiz ¢evre
sartlarina uyum saglayan metabolizmaya sahiptirler (Filho, 1996; Orbea ve Ark.,2000;
Abele ve Puntarulo, 2004; Ogiit, 2005; Piner, 2005; Borazan Ozkurt, 2006).

1.11.3. Proteinlere etkileri

Ozellikle doymamus ve siilfiir iceren triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin ve sistein gibi aminoasitleri igeren protein molekillerin serbest radikallerle
etkilesimi yiiksektir. Serbest radikallerin etkileri sonucu lipit, karbohidrat gibi diger
makromolekiiller ile protein oksidasyon iriinleri arasinda karbonil tiirevleri olusabilir.
Ote yandan disiilfit bag1 fazla olan immungulobin G (IgG) ve albumin gibi proteinlerin

ise (¢ boyutlu yapilarinin bozulmasina neden olur (Meram ve Aktaran, 2002).
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1.11.4. DNA ve nukleik asitlere etkileri

ROS, nukleik asitlerdeki baz ve sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir kiriklarina,
abazik bolgelere, DNA-protein g¢apraz baglanmasi gibi bir takim modifikasyonlara
neden olur. Olusan bu oksidatif hasar, yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
immiinsistem hastaliklar1, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarmnin bozulmasi
ile ortaya c¢ikan hastaliklarin baslica nedeni ve gOstergesi olarak gortlmektedir
(Dizdaroglu ve Karakaya, 1999).

Ekzojen kaynakli radyasyona maruz kalinmasi sonucu olusan serbest radikaller
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, buylk oranda
niikleik asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger degisikliklere baghdir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlar ile
kolayca reaksiyona girerken hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre
¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre
olimiine neden olabilir (Meram ve Aktaran, 2002; Ozkan ve Fiskin, 2004).

1.12. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusturdugu olumsuz etkilere karsi organizmanin korunmasi
icin antioksidan savunma sistemleri mevcuttur (Celik ve Ark. 2007). Bu antioksidan
savunma sistemleri, endojen ve eksojen olarak iki gruba ayrilmaktadir. Endojen
antioksidanlar viicutta dogal olarak bulunan savunma sistemleridir. Bu savunma
sistemeleri de kendi icerisinde enzimatikve nonenzimatik antioksidanlar olarak
simiflandirilir. Enzimatik olanlar SOD, CAT, GSH-Px, sitokrom oksidaz, glutatyon S
transferaz (GST), ksantin oksidaz ve Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz’dir. Nonenzimatik
endojen kaynakli antioksidanlar, GSH, seruloplazmin, transferrin, aloimin, selenyum,
urik asit, a-lipoik asit, melatonin ve koenzim Qo gibi molekulleridir. Flavonoidler,
fenolik asitler, A, C ve E vitaminleri ise eksojen olarak disaridan alinabilen
antioksidanlardir. SOD, CAT, GSH-Px enzimleri GSH igerigi, superoksit anyonu,

hidroksil radikali, alkoksil radikalleri gibi organizmada en ¢ok iiretilen ROT’larin
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olumsuz etkilerini ortadan kaldirirlar. Bu serbest radikallerin Uretimi istenmeyen
seviyelere ulagtigit zamanlarda endojen antioksidanlar yetersiz kalabilmekte vicut
eksojen antioksidanlara ihtiyac duymaktadir (Dindar ve Aslan, 2000; Karabulut ve
Gulay, 2016; Kogyigit ve Selek, 2016). Boylelikle oksidan/antioksidan dengesi endojen
ve ekzojen yollarla saglanmis olur. Eksojen antioksidanlar disaridan yeterince
alimamadiginda organizmada bulunan antioksidanlar ¢esitli sebeplerle oksidanlarin
olumsuz etkisine karsi savunmasiz kalmakta ve oksidatif hasarlarin olusmasi kaginilmaz
olmaktadir (Siti ve Ark., 2015). ROT’un hiicre igi diizeyindeki artisi, hiicrelerde zar
fonksiyon bozuklugu, DNA hasar1 ve protein inaktivasyonu yaparak oksidatif hasar
olusmasina yol acar. Kronik hale gelen oksidatif stres, kanser, renal toksikasyon,
hepatik hasar, artrit, nérodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok sayida patolojik durumun
meydana gelmesine yol agmaktadir (Hayes ve McLellan, 1999). Oksidatif hasara yol
acan, reaksiyonlar1 oldukga hizli olan bu oksidan maddeler, 6zellikle metabolik drunleri
depolayan ve vicuttan atan sistemlerde daha ¢ok olumsuz etkilere yol agmaktadir
(Lichtenberg ve Pinchuk 2015). Oksidatif stres belirteglerinin anlagilmasi ROT’un
dogru bir sekilde Ol¢iilmesiyle iligkilidir. Klinik ortamlarda oksidatif stres biyolojik
belirteg Olcimleri icin yeni metodolojiler gelistirilmektedir (Edwin ve Ark. 2013).
Reaktif ve kisa Omiirlii olmalar1 nedeniyle ROT ve diger serbest radikalleri tespit etmek
oldukca zordur. Organizmada ortaya ¢ikan oksidatif hasar, genel olarak aminoasitler,
nikleik asitler ve lipid peroksidasyon urunlerinin 6l¢tlmesiyle analiz edilmektedir
(Kohen ve Nyska 2002). Biyolojik sistemlerdeki bazi antioksidanlar ve etkileri Cizelge

1.8°de verilmistir.
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Cizelge 1.8. Hidrofilik ve lipofilik fazda bazi antioksidanlar (Sorg, 2004)

Antioksidan Faz Etki

Superoksit dismutaz ( SOD) Hidrofilik O2" "nin H2O2ve O2’edismutasyonu

Katalaz(CAT) Hidrofilik H202’nin H20 ve O;’edismutasyonu

Glutatyon peroksidaz(GSH-  Hidrofilik R-OOH’nin R-OH indirgenmesi

Px) veya
Lipofilik
Glutatyon reduktaz (GSH- Hidrofilik Okside glutatyonunindirgenmesi
g(ljatatyon S -transferaz Hidrofilik R-OOH’nin GSH ile konjugasyonu
(GST)
Metallotieninler Hidrofilik Gegis metalleriylenotralizasyon
Tiyoredoksinler Hidrofilik R-S-S-R’nin R-SH’aindirgenmesi
Glutatyon Hidrofilik R-S-S-R’nin R-SH’a indirgenmesi
Serbest radikal temizleyicisi
GSH-Px ve GST’nin kofaktorii
Ubikinon Lipofilik  Serbest radikal temizleyicisi
Lipid peroksidasyonundan korur
Askorbik asit Hidrofilik  Serbest radikal temizleyicisi
Tokoferol kazanimi
Enzimlerin rediikte formda korunmasi
Karotenler Lipofilik  Serbest radikal temizleyicisi
02" baskilayici
Tokoferol Lipofilik  Selenyum absorbsiyonunu artirir

Serbest radikal temizleyicisi
Lipid peroksidasyonundan korur

Selenyum Amfifilik  Tiyoredoksin, GSH-Px yapitasi
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1.12.1. Eksojen antioksidanlar

Vitamin, ilag, gida gibi disaridan takviye olarak viicudumuza aldigimiz
antioksidan grubunu olustururlar (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Vitaminler: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C), folik
asit (folat).

Ilaglar: Sitokinler (TNF ve IL-1), ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz
inhibitorleri, desferroksamin gibi demir redoks dongusl inhibitorleri, rekombinant
stperoksit dismutaz, trolox-c, asetilsistein gibi endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar,
barbitlratlarve selatorler.

Gida antioksidanlari: Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT), propil galat (PG), sitrik asit, EDTA, adagay1, kekik ve karanfil
gibi bitkiler.

1.12.2. Endojen antioksidanlar
Vicudumuzda bulunan ve herhangi bir oksidasyon durumunda devreye giren

antioksidanlardir. Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilirlar (Oneng ve Zumrit, 2005) (Bkz.Cizelge 1.9).
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Cizelge 1.9. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik antioksidanlar

Etkileri

Sitokrom oksidaz sistemi
Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon Peroksidaz (Gpx)
Glutatyon rediiktaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

Hicrelerdeki O2'nin %95-99' unu detoksifiye eder
Stperoksit anyonunun detoksifikasyonu

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu

Okside glutatyonun indirgenmesi

NADP'nin NADPH'a doniigmesi

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Etkileri

a-tokoferol
B-karoten
Askorbik asit
Glutatyon
Albumin
Seruloplaz in
Haptoglobulin
Transferrin
Ferritin
Hemopeksin
Bilirubin

Urat

Glukoz
Sistein

Koenzim Q

Zincir kiric1 antioksidan

Radikal tutucu

-OH radikali tutucu

Hdicre igi sulfhidril tamponu

Hem ve bakir baglar

Bakir baglar

Hemoglobin baglar

Dolasimdaki demir iyonlarini baglar
Dokudaki demir iyonlarini baglar
Hem baglayici proteindir

Peroksil radikali tutucu

Radikal tutucudur, metal iyonlarini baglar
-OH radikali tutucu

Radikal tutucu

Antioksidanlarla etkilesebilir
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1.12.2. Enzimatik antioksidanlar

Superoksit dismutaz enzimi (SOD) (EC 1.15.1.1): ROS’a kars1 ilk etki eden
antioksidan enzim siiperoksit dismutaz’dir. SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit
ve molekdler oksijene dismute eden bir metalloenzimdir. Aralarinda aminoasit dizilimi,
aktif metal bolgesi ve hiicresel dagilim farki bulunan ii¢ tir SOD vardir. Birincisi
mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-ZnSOD ve U¢linclsi de
plazmadaki superoksid radikallerini metabolize eden, vaskiiler endotele bagli Cu-
SOD’dur (Young ve Woodside, 2001).

SOD
20, 7? H,O,
2H* 0,

Katalaz Enzimi (CAT) (EC 1.11.1.6): CAT enzimi yapisinda Fe*® bulunduran 4
hem grubundan olusmus, peroksizomlarda yer alan bir hemoproteindir. Katalaz hidrojen
peroksitin su ve molekdler oksijene dismutasyonunu katalizleyen ve aktivitesi eritrosit,

karaciger ve bobrekte yogun olan bir antoksidan enzimdir (Young ve Woodside, 2001).

CAT
2H,0, 2H,0+0,

Glutatyon Peroksidaz Enzimi (GSH-Px) (EC 1.11.1.9): Glutatyon peroksidaz
enzimi lipit, DNA gibi organik hidroperoksitlerin veya hidrojen peroksitin GSH

tarafindan indirgenmesi tepkimesini katalizler (Knapen ve Ark., 1999).

GSH-Px
H,0, + 2GSH it ) 1. 0 + GSSG

GSH-Px
ROOH+ 2(GSH il R OH+ G55G + H,0



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

Tarimsal ve endiistriyel {iriinlerin kalintilari, akuatik sistemde (nehir, gol, golet
vb.) kirlilige neden olan yiiksek miktarda toksik bilesen igermektedir (Amin ve Hashem,
2012). Cevrenin korunmasi ve siirdiriilebilirligi ig¢in temel sorunlardan biri, su
kaynaklarinin pestisit kalintilariyla kirlenmesidir (Brooks ve Roberts, 1999). Suda
coziinebilen pestisitler, kisa siire icerisinde su i¢inde dagilirken, suda az ¢dziinen
bilesimler daha cok partikiillere yapisarak sediment seklinde siiriiklenirler ve su
icerisinde askida kalarak uzun siire aktif maddelerin yayilmasina neden olurlar. Suda
¢oziinemeyen pestisitlerin sedimentlerdeki partikiillere yapigmasi, onlarin hareketini ve
dipte yasayan organizmalari etkiler. Su kalite parametreleri; pH, Oz miktari, suyun
kimyasal Ozellikleri ve biyokimyasal reaksiyonlar, partikiillere baglanmis olan
pestisitlerin tekrar serbest hale gecmesini etkileyen faktorlerdir (Tucker ve Crabtree,
1979; Yildiz ve ark., 2005). Kiresel bazda tatli su ortamlarinda biyolojik ¢esitliligin
azalmasinin nedenleri arasinda, giin gegtik¢e artan kullanimiyla yiizey sularinda tespit
edilen pestisitlerin de oldugu bildirilmektedir (Kunce ve ark., 2017). Buna baglh olarak
baliklarin baslica besini olan zooplankton ve bocek larvalar pestisitlerden etkilenerek
zarara ugramaktadirlar (Akman ve ark., 2000). Sucul ortami habitat olarak kullanan
baliklarin solungaglari, bulunduklar1 ¢evre ile dogrudan temasta olduklar1 i¢in, sudaki
kirleticilerin yol agtig1 doku hasarlarini kolaylikla yansitmaktadir (Yerli ve ark., 1997).
Pestisitlerin baliklara etkileri dogrudan oliim olabilecegi gibi yumurta birakma,
engelleme ve fekonditeyi diisiirme, dokularda hasar meydana getirme ve buna bagh
olarak mevsimsel sicaklik degisimlerinden, gecici agliktan gereginden fazla etkilenme
seklinde olmaktadir. Yavru baliklar ise daha hassas olduklart i¢in bu durumdan daha
fazla zarar gorebilmektedir (Toros ve Maden, 1991).

Bir ¢esit akarisit olan Fenpiroksimat’in (FP) ergin lepistes baliklar iizerine akut
toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada FP’nin balik karaciger
dokusunda oksidatif stresi tesvik ettigi bulunmustur. Bu da FP’nin oksidatif strese yol
actig1 yani serbest oksijen radikallerinin olusumunu tesvik ettigi, antioksidan seviyenin
degismeden kalmasi ise ilgili enzimlerin {iretimi i¢in yeterli siirenin ge¢gmedigi seklinde

yorumlanmistir (Dogan ve ark., 2011). Yapilan baska bir calismada 48 saat
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Fenpiroksimat’a maruz birakilmis  Pisi  bahigmin  (Paralichthys olivaceus)
karacigerindeki detoksifikasyon enzimleri olan GST (Glutatyon-s-transferaz) ve EROD
(etoksiresorufin-o-deetilaz) aktivitelerinde onemli artislar gozlenmistir. Ayrica SOD
(superoksit dismutaz), CAT (katalaz) ve GPx (glutatyon peroksidaz) enzim
aktivitelerinde de 6nemli artiglar goriilmiis ve bu iki durum oksidatif stres varliginin bir
isareti olarak kabul edilmistir (Na ve ark., 2009). Bispyribac sodium herbisitine (20.87
ugl™?) yedi giin maruz kalan Cyprinus carpio’da CAT ve GST aktivitelerinde énemli
derecede degisiklikler oldugu bildirilmistir (Toni ve ark., 2010). Bakir siilfat ile
muamele gérmiis baliklarda toplam siiperoksit dismutaz ve Mn SOD aktivitesinde
azalma goriildiigii bildirilmistir (Borazan Ozkurt, 2006). Azinfos metil pestisidi
Cyprinus carpio’da SOD, CAT ve GPX aktivitelerinde artisa neden oldugu ileri
stiriilmiistiir (Orug¢ ve ark., 2004). Diazinon pestisidi Oncorhynchus mykiss’de SOD,
GST ve GPX aktivitelerinde artisa neden oldugu ortaya konulmustur (Isik ve Celik,
2008). Atrazin pestisidi de Lepomis macrochirus’da karaciger GSH, GST, SOD ve GPX
seviyelerinde 6nemli artislara yol a¢tigr bildirilmistir (Elia ve ark., 2002). Fluvalinate’in
merkezi sinir sistemini olumsuz etkiledigi karaciger ve bobrek agirliklarinin artmasina
da neden oldugu ileri siiriilmistir (Anonim, 1996). Van Goli'niin kirliligine bagh
gonad anormallikleri bulunan Van baliginda ovaryum anormalligi belirlenen ve normal
baliklarda malondialdehit (MDA) seviyeleri ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ile
superoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-px) gibi antioksidan enzim
seviyeleri solungag, karaciger ve gonadlarda karsilagtirllmistir. MDA seviyeleri anormal
bireylerde normal bireylere gore biitiin dokularda 6nemli oranda artis gostermistir (p <
0.05). Anormal bireylerin solungag ve ovaryum dokularindaki SOD aktivitesi ve
karaciger dokusundaki GSH-Px aktivitesinin normal bireylere gore azalmasi 6nemli
goriilmiistiir (p < 0.05). GSH seviyesinde ise normal ve anormal dokularin
karsilastirilmasinda fark bulunmamistir. Sonug¢ olarak belirli bir donemde kirleticilere
maruz kaldigi disiiniilen anormal ovaryumlu baliklarin  normal baliklarla
karsilastirildiginda antioksidant savunma sistemlerinin etkilendigi sdylenmistir (Ozok
ve ark., 2017). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) bilesikleri midyelerde, katalaz

dizeyini diistiriirken, kirletici miktarina bagl olarak glutatyon peroksidaz ve siiperoksit
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dismutaz diizeyleri artar. Organik kirleticilerden TCDD (2, 3, 7, 8 tetraklorodibenzo-p-
dioksin) ile kirlenmis sulardaki alabaliklarda karaciger siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz diizeylerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Borazan Ozkurt, 2006).
Sublethal derisimde deneysel malationa maruz birakilan baliklarda katalaz, glutatyon
peroksidaz ve siliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim diizeylerindeki degisimler,
histopatolojik degisimlerden ¢ok daha erken olusur. Malationa maruz kalan baliklarda
katalaz aktivitesinde 6nemli duizeyde azalma meydana gelirken, diger iki enzimde artis
gozlendigi belirtilmistir (Rosety ve ark., 2005). Orug ve ark., (2004), tatlisu ¢ipurasinda
(Oreochromis niloticus) ve sazanlarla (Cyprinus carpio) yaptiklari ¢alismalarinda her
iki balik tiiriine 96 saat boyunca 2,4-D ve azinphosmethyl uygulayarak farkli
dokulardaki enzim aktivitelerini aragtirmiglar. Deneme siiresi sonunda her iki balik
tiriinde enzim aktivitelerinde artis gozlediklerini, 6zellikle sazanlarin solungaclarinda
SOD aktivitesinin, bobrek dokularinda ise CAT ve GPx enzimlerinin artis
gosterdiklerini  bildirmislerdir. Tatlisu c¢ipurasinda ise beyin dokularinda katalaz
aktivitesinin degismedigini fakat GPx de artis oldugunu kaydetmislerdir. Yine GST
enzim aktivitesinin her iki tiirde biitiin dokularda arttigini, MDA (molondialdehit)
seviyelerinde herhangi bir degisim olmadigini ifade etmislerdir. Ayn1 kimyasallarla
yaptiklar bir baska c¢aligmada ise belirli dozlarda karistirdiklar1 (27 ppm 2,4-D+ 0.003
ppm azinphos metil) kimyasallar1 24, 48, 72 ve 96 saatlik peryotlarla uygulayarak O.
niloticus hepatik antioksidan enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon seviyelerini
arastirmiglardir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve glutatyon reduktaz (GR)
aktivitelerinde kontrol grubuna nazaran yiiksek bir artisin oldugunu, MDA seviyesinin
degismedigini bildirilmislerdir (Oru¢ ve Uner, 2000). Sayeed ve ark., (2003), yesil
yilanbag (Channa punctatus) baliklar1 ile yaptiklari calismalarinda 48 saat boyunca
deltametrinin tek dozajini (0,75 pg/L) uygulayarak karaciger ve bobrek dokularindaki
antioksidan enzim aktivitelerini arastirmiglardir. Deltametrinin tiim ¢alisma dokularinda
katalaz aktivitesini artirdigini, lipid peroksidasyonunu indiikledigini bildirmislerdir. Nil
tilapiyas1 (Oreochromis niloticus) yapilan bir ¢alismada, baliklar farkli konsantrasyon
(0.3 ve 0.6 mg/L) ve siirelerde (7, 14 ve 21 giin) oxyfluorfen maruz birakilarak CAT,
SOD, GR ve GST aktivitelerine bakilmis tim calisma gruplarinda artis oldugu
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bildirilmistir (Peixoto ve ark., 2006). Sazan yavrular1 (C.carpio) ile yapilan bir
calismada Sepici ve ark. (2009), Cyfluthrin’in subletal dozajmna (10 ug/L) 48 saat
boyunca baliklart maruz birakmiglar ve C.carpio’nun beyin dokusunda MDA dizeyinin
arttigin1 kaydetmislerdir. Propiconazole (PCZ) ile yapilan bir ¢alismada, gokkusagi
alabaliklar1  (O.mykiss) farkli siirelerde (7, 20 ve 30 giin) ve sublethal
konsantrsayonlarda (0, 2, 50 ve 500 pg/L) adi gegen fungusite maruz birakilmis,
oksidatif stres gostergeleri (LPO ve ROS) ve antioksidan (SOD, CAT, GR ve GPx)
enzim aktivitelerine bakilmis, yedi gilinliik ¢alismada antioksidan savunma sistemi bu
etkiye adaptasyonla cevap vermis, 20 ve 30 giinliik siirelerde oksidatif stresin
gostergelerinin ylksek seviyeleri ile antioksidan enzimlerde inhibisyon gorilmiis, uzun
stireli muamelelerin ise ciddi oksidatif hasara yol actig1 bildirilmistir (Li ve ark., 2010).
Avrupa yilan baligi (Anguilla anguilla) ile yapilan bir ¢alismada, baliklar 96 saat
boyunca DDVP (2, 2-dichlorovinyl dimethyl phosphate)’ nin sublethal dozuna maruz
birakmislar ve deneme siiresi sonunda GR aktivitesinde artis oldugunu bildirmislerdir
(Pefia-Llopis ve ark., 2003). Kizilgéz (Rutilus rutilus) ile yapilan bir ¢alismada, farkli
slirelerde uygulanan diazonin CAT aktivitesi Uzerine etkisine bakilmis, 24. saatte CAT
aktivitesinin artis1 adaptasyon olarak belirtilmig, 48 ve 96. saatlerde ise CAT
aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir (Keramati ve ark., 2010). Ayn1 kimyasalla
aynal1 sazanlarda (C.carpio) Oru¢ ve Usta (2007) galismislar ve farkli siirelerde (15 ve
30 giin) kullandiklar1 insektisitin ¢esitli dokulardaki antioksidan enzim aktiviteleri
tizerinde etkili oldugunu, SOD, CAT ve GPx aktiviteleri ve MDA seviyesinde artigsa
neden oldugunu bildirmislerdir. Diazoninin uygulandigr baska bir calismada ise,
O.niloticus farkli peryotlarda (1, 7, 15 ve 30 giin) ad1 gegen kimyasala maruz birakilmis,
deneme siiresi sonunda SOD, CAT ve GPx aktiviteleri ile MDA seviyesinde artis
oldugu bildirilmistir (Durmaz ve ark., 2005). Dorval ve Hontela, (2003), yaptiklar
caligmalarinda, bir orgonoklorlu pestisit olan endosulfanin farkli seviyelerdeki
uygulama dozlarinin O. mykiss enzim aktivitelerine bakmislar, bu pestisitin CAT, GST

ve GPx aktiviteleri ile MDA seviyesini yiikselttigini  bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvani

3.1.1. Lepistes ( Poecilia reticulata Peters, 1859)

Tamaru ve ark. (2001)’na gore lepisteslerin sistematigi asagida verilmistir.
Regnum: Animale

Subregnum: Metazoa

Phylum: Chordata

Subfilum: Vertebrata

Classis: Actinopterygii

Ordo: Cyprinodontiformes

Subordo: Cyprinodontoidea
Superfamily: Poecilioidea

Family: Poeciliidae

Subfamily: Poeciliinae

Genus: Poecilia

Species: Poecilia reticulata (Peters, 1859)

Lepistesler, Diinya’da en fazla dagilim gosteren tropikal baliklardan biridir.
Antartika disinda biitiin  kitalarda bulunmaktadir ve yayillimi devam etmektedir.
Akvaryum balig1 olarak ve sitma vektorli sivrisineklere karsi yetistirilmektedir.
Lepisteslerin dogal dagilim gosterdikleri yerler: Trinidad, Venezuela, Guyana, Surinam,
Tobago’dur. Ozellikle Giiney Amerika’nin kiyr kesimlerinde bulunan nehirlerde
yogunlagsmaktadir. Guppy olarak da bilinmektedir. Poecilidae familyasina aittir. Bu
familya, i¢ d6llenme, canli dogurma, erkeklerde kopulasyon organi ve gonopodyum ile
karakterize edilmektedir (Magurran,2005). Lepistes bentopelajik bir balik tiirtidiir.
Sadece erkeklerde renklilik goriilmektedir. Disi lepistesler erkeklere gore daha fazla
bliylimektedir. Erkeklerde gonopodyum ¢iftlesme organi biciminde gelismektedir.
Disilerde aniis bolgesinde gebelik benegi bulunmaktadir (Houde,1997). Sicaklik ve

suyun diger fiziksel ve kimyasal 6zellikleri acisindan oldukc¢a genis toleranslidirlar.
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Yetistiricilik ve akvaryum kosullarinda ortalama olarak 21-25°C ‘de rahatlikla hayatsal
aktivitelerini siirdiirebilirler. Ancak iiretim sirasinda su sicakliginin 24-26°C arasinda
olmasinda yarar vardir. Bu baliklar i¢in suyun pH’smin 7, yani nétr veya ndtre yakin,
sertlik degerinin 9-19 dH (Alman sertligi) arasinda degismesi ve su sirkiilasyonunun
devaminin saglanmasi gerekir. Dogada bulunan tiirleri ayn1 zamanda az miktarda
tuzlulugu da tolere edebilirler. Kulucka akvaryumlarinda 25°C su sicakligindaki
ortalama kulugka stresi 4-5 haftadir ve her 27-30 giinde bir yavru birakabilirler
(Rodriuez,1997).
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Sekil 3.1. Disi Lepistes Baligi’nin genel goriiniimii.

Bu ¢alismada Poecilia reticulata tiiriine ait baliklar, standart test balig1 olmasi
nedeniyle tercih edilmistir (Greenberg ve ark., 1998). Ayrica kimyasal karsinojen
arastirmalarinda omurgali hayvan modellerinin ucuz olmas1 ve boyutlarmin kii¢iik
olmast istenir. Bu hayvanlar daha hassas olduklar1 ve birden fazla kimyasalla
calisilmasina imkan sagladigi i¢in ¢ok tercih edilirler (Kissling ve ark., 2006).

Calismada ortalama boylar1 3.5-4 cm olan, saglikli, hastalik belirtisi ve davranisi
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gostermeyen disi lepistes baliklar1 Izmir’deki yerel yetistiricilerden temin edilip

kullanilmaistir.

3.2. Deney Ortam

Denemeler, Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiltesi, Biyoloji Bolumii Arastirma

Laboratuvarlari’nda yiiriitiildi.

Sekil 3.2. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Arastirma
Laboratuvarlar1 deney iinitesi.

Denemede 48 saat dinlendirilmis, havalandirilmis ve kloru giderilmis sehir suyu
kullanild1. Deneyde kullanilan baliklar i¢in optimum sartlar olusturuldu. Akvaryumlarin
su sicakliklari, termostatli 1siticilar yardimi ile 24+1°C’de tutuldu, hava motoru ile
stirekli havalandirildi, oksijen miktarinin 7-8 mg/L olmasi saglandi (Greenberg, 1998).

Deneyde kullanilacak baliklar, bol oksijen i¢eren posetlerde laboratuvarimiza
ulastir1ldi. Suya alismalari igin bir siire posetlerindeki suyla bos bir kaba alindi, ince bir

hortum vasitasiyla daha onceden hazirlanmis akvaryum sularindan damla damla 45
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dakika boyunca su aktarilarak ortama uyumlar1 saglandi, daha sonra akvaryumlar igine
konuldu (Bkz. Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. 24 saatlik siirelerde akvaryum sular1 analiz sonuglari

0 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

Sicaklik (°C) 22 24 23 24
Ph 8.59 8.34 8.32 8.26
Coziinmiig Oksijen seviyesi(mg/L) 7.58 7.26 7.19 7.31

3.3. Deneyde Kullanmilan Kimyasal ve Diger Materyaller

3.3.1. Deneyde kullamlan kimyasal

Arastirmada toksik madde olarak fluvalinate [(RS)-alfa-siyano-3-fenoksibenzil
(R)-2-(2-kloro-4-(triflorometil)anilino-3-metil-butanat);RS)-alpha-Siyano-3-  fenoksi
benzil N-(2-kloro-alfa, alfa, alfa-trifloro-pitolil)-D-valinat; DL-Valin, N-(2-kloro-4-
(triflorometil) fenil)-, siyano (3-fenoksifenil) metil ester] kullanildi (Anonim,1996).
Toksik madde 240 g/L etken madde icermektedir. Bir tarimsal ilag tedarik¢isinden
(ADAMA Agricultural Solutions Ltd. Izmir-Tiirkiye) satin alindu.

3.1.2. Deney akvaryumlari

Deneyde 45 cm derinliginde 50 cm uzunlugunda 20 cm genisliginde 8 adet cam
akvaryum kullanildi, akvaryumlar Yiiziincii Y11 Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi’nden
temin edildi. Deneylerde kullanilan akvaryumlar Zehirlilik Seyreltme Faktorl (ZSF)

Tayini metodunda belirtilen 6lcilere uygun cam akvaryumlardir (Anonim, 1971).
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3.1.3. Deneyde kullamlan cihazlar ve malzemeler

Manyetik karistirici, calkalayici, vorteks, dijital hassas terazi, sogutmali
santrifiij, sicak su banyosu, Ph metre, mikro pipet, derin dondurucu (-80 °C),
spektrofotometre, homojenizator, saf su cihazi, plastik tlip, termostatl 1siticilar, hava

motorlari, hava hortumlari, hava taslar1 ve akvaryumlar.

3.3.4. Deneyde kullamlan kimyasal ve anestezik maddeler

SOD ve GSH-Px enzim kiti (RANSOD) ,H202 Potasyum dihidrojen
fosfat(KH2POs), Disodyum Hidrojen Fosfat(Na2HPO4), EDTA, Tris(Hidroksi metil
amino metan hidroklorid tris HCI ) , Hidroklorik asit (HCI), Beta Nikotinamid Adenin
dintkleotit fosfat (NADPH) , 1,2 Dikloro nitrobenzoik asit (CDNB), Etanol, Sodyum
Klortir (NaCl), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POs), Biitillenmis hidroksitoliien( BHT),
Tiyobarbitlrik asit (TBA), Triklor asetik asit(TCA), Sosyum hikroksit (NaOH),
Metafosforik asit, Karanfil Yagi(%85-95 eugenol (4- ally-methoxyphenol-C10H1202),

%5-15 isoeugenol ve methyleugenol).

3.4. Deneysel Dizayn ve Doku Orneklerinin Alinmasi

3.4.1. Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Deneyde her biri 10 disi lepistes baligindan olusan biri kontrol olmak {izere dort

farkli grup olusturuldu. Baliklar gruplara rastgele dagitildi (Bkz. Cizelge 1.11).
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Cizelge 3.2. Deney hayvanlarmin gruplandirilmasi

1. Grup (n=10) Kontrol Herhangi bir kimyasal muamele yapilmadi.

2. Grup (n=10) FLV-1 1. Konsantrasyon dozu (0.0033 ug/L) uygulandi.
3. Grup (n=10) FLV-2 2.Konsantrasyon dozu (0.0065 pg/L) uygulandi.
4. Grup (n=10) FLV-3 3.Konsantrasyon dozu (0.063 pg/L) uygulandi.

Deney hayvanlar1 deneye baslamadan 6nce havalandirilmis, dinlendirilmis ve
kloru giderilmis sehir suyu bulunan akvaryumlara konularak 15 glin streyle uyum
siirecine tabi tutuldu. Baliklar giinde en az bir defa standart yem (TetraMin®) ile
yemlendi. Deney siresince yemlemeye devam edildi. Deneye baslama tarihinden dnceki
dort giin i¢inde baliklarin hastalanma ya da 6liim oraninin %5’ten fazla olmamasina

dikkat edildi (Moriarity, 1988).

3.4.2. Doku orneklerinin alinmasi

Deneyde her biri 10 disi lepistes baligindan olusan biri kontrol olmak tizere dort
farkli grup olusturuldu. Kontrol grubu harig, gruplara 96 saat boyunca 24 saatte bir 3
farkli konsantrasyonda (0.0033 pg/L, 0.0065 pg/L, 0.063 pg/L) kimyasal uygulandi.
Deneme sonrasinda baliklar karanfil yagi (%85-95 eugenol (4- ally-methoxyphenol-
C10H1202), %5-15 isoeugenol ve methyleugenol) ile anestezi edildikten sonra
diseksiyon (Unitesinde, stereo mikroskop altinda disekte edilerek karaciger, kas ve
solungag dokular1 alindi. Alinan dokular fizyolojik suyla yikandi biyokimyasal
analizlerin yapilacagi zamana kadar -80 °C’ de muhafaza edildi. Yapilan deneysel
calisma bir kez tekrar edildi.
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Sekil 3.3. Diseksiyon Unitesi ve stereo mikroskoplar.

Deney sonrasi kullanilan hayvanlarin karkaslari, diger viicut atiklari, deneysel
calismalar sirasinda olusan kimyevi atiklar ve kimyasalin uygulama esnasinda
bulastirildig1 akvaryum suyu (kimyasalin yarilanma omrii i¢in gerekli zaman geginceye
kadar plastik bidonlarda muhafazasi gerceklestirildi) uygun bir sekilde ambalajlandiktan
sonra tibbi atik olarak imhasi gergeklestirildi.

3.5. Doku Siipernatantlarin Eldesi

Dokularda antioksidan enzim ve malondialdehid tayinleri igin karaciger, kas ve
solunga¢ doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gergeklestirildi. Ekstraksiyon igin
0.32 mol/L sukroz, 1 mmol/L EDTA. 10 nm/L Tris HCI (pH 7.4) iceren tampon
kullanildi (Xia ve ark., 1994). 500 mg dokular tUzerine 1,5 ml soguk tampon eklendi.
Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic Processor homojenizatérde 5 dakika
homojenize edildi. Ekstrakt hemen +4 °C’de 30 dakika 9500 rpm’de BHG Hermle
sogutmali santrifiij cihazinda santriflij edildi. Karaciger, kas ve solunga¢ dokusundan
elde edilen berrak stipernatantlar hedeflenen SOD, CAT, GSH-Px, enzim aktiviteleri ve

MDA duzeylerinin analizleri igin kullanildi.
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3.6. Analizlerin Yapilmasi
3.6.1. Superoksid dismutaz (SOD) enzim tayini

Prensip:Bu metotla asagidaki formiilde gorildiigii gibi ksantin ve ksantin
oksidaz  kullanilarak  siiperoksit  radikali,  2-(-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-

feniltetrazolyum kloriir (INT) ile kirmizi boya formuna doniisiir. SOD aktivitesi, bu

reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6lctlecektir (McCord ve Fridovich, 1969).

Ksantin —&santinokeidaz_, (rik asit + O,

I.NT.—% > Formazan D (Renkli Bilesik)

0,:+0,:+2H" —=2 50, +H,0,

Ayiraglar Konsantrasyonlari

1.Karisik Substrat

Ksantin 0.05 mmol/I

I.N.T. 0.025 mmol/l
2.Tampon

CAPS 40 mmol/l pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/I
3.Ksantin Oksidaz (XO) 80 U/I

4.Standart 5.70/ml

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim Kiti ile Shimadzu
UV/VIS-1201 spektrofotometrede 505 nm'de 37 °C'de 6lcildi (Randox Lab., 2013a).
Analiz materyali olarak daha Once hazirlanan ve analiz zamanina kadar derin

dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen doku siipernatantlar1 kullanildi.
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Cizelge 3.2. SOD ayiraglar1 ve numunenin kiivete pipetlenme oranlari

StandartS1(uL) Standart S2 (uL)  Ornek (uL) Kontrol (uL)

Sulandirilmis Ransod Or. 5yl e

Standart 0000 e 5L e e
Suland Or. (17 7 I —

Sulandirilms Kontrol - e 15 pL
Karigik Substrat (R1) 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Ksantin Oksidaz (R2) 75 pL 75 pL 75 pL 75 pL

Icerik karstirilarak ilk absorbans A1 30 saniye sonra okundu ve es zamanl
olarak zaman baglatilarak son absorbans A, 3 dakika sonra okundu. Spektro
fotometreden alinan optik dansite sonuglar1 asagidaki ”Es.3.1” de yerine konarak SOD

enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

100 — (Ai4x100) _ % Inhibisyon 100 — (A1 X100) = %Inhibisyon  (3.1)
(AABIanka) (AABIanka)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in standart grafigi elde edildi. Standart
grafikten elde edilen y= 48.85Ln(x) — 12.218 formiilii ile sulandirma faktorii de hesaba
katilarak SOD aktivitesi U/g doku olarak hesapland.

3.6.2. Katalaz (CAT) enzim tayini

Prensip: Enzim aktiviteleri supernatantlarda 6l¢uldi. Katalaz enziminin aktivite
tayini, 37°C 240 nm’de H20’in tiiketilme esasina dayanan spektrofotometrik metoda
gore gergeklestirilmektedir (Aebi, 1974). Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H,O2’in

suya ve oksijene ayrilmasini katalizler.

Katalaz

H,O, ———H,0+0,
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Katalaz tarafindan H202’in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda Olgulur. Cunki H202, 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.
Kullanilan soliisyonlar asagidaki tablodaki gibi hazirlanarak fosfat tamponlari

hazirlanir.

Cizelge 3.3. CAT Fosfat Tamponu kimyasal igeriklerinin hazirlanisi (pH:7.5)

Kimyasal MA(g/mol) 50 Mm(g) Son Hacim dH,O(mL)  SollUsyon adi
KH2PO,4 136.09 g/mol  6.805gr 1000mL A
Na;HPO..12H,0 358.14 g/mol  17.907 gr 1000 mL B:1
Na;HPO..2H,0 178.14 g/mol  8.907 gr 1000 mL B2
Na;HPO, (saf) 141.96 g/mol  7.098 gr 1000 mL Bs

Hazirlanan fosfat tampon soliisyonlar1 asagidaki tabloda oldugu gibi

karistirilarak hazirlanir.

Cizelge 3.4. CAT fosfat tamponu kimyasal igeriklerinin eklenme oranlari

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Solusyonu (mL) B Soliisyonu (mL)

pH 7.5 icin 160 840

H202 Cozeltisi ise; Absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H202’li
fosfat tamponudur. H202’li fosfat tamponu su sekilde hazirlanmaktadir; Yaklasik 300
mL, pH 7.50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba (plastik, cam olabilir) aktarilmaktadir.
Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlanmaktadir. Renkli kaptaki
tampona Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya kadar 10-20 pL hacimlerle H2O:> ilave
edilerek arada karistirilir.

Deneyin yapilisi: H202°li ¢ozeltiye numune ilavesi yapildiktan sonra kuartz

kivetin agz1 bekletilmeden kapatildi ve hemen kiivet alt-ust edilip absorbans okundu.
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Her 15 sn’de bir defa olmak {izere 5 dakika siire ile absorbanstaki azalma tespit edildi.
Lineer azalma tespit edilirse okuma bitirilebilinir. Hesaplamada 1 dakikalik lineer
absorbans azalmasinin en yiiksek (OD1) ve en diisiik (OD2) degerleri esas alinarak

hesaplama yapildi.

Cizelge 3.5. CAT tampon ve 6rneklerinin pipetlenme oranlari

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H.0, ¢ozeltisi 0.01 -
H20-’li fosfat tamponu - 2.99
SUpernatant - 0.01
Hesaplama
K ={[2.3 x log (OD1/ OD2)] / At (sn)} (3.2)

“Es.3.2” ile hesaplanarak katalaz aktivitesi dokular igin U/g doku olarak hesaplandi.

3.6.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksitin GSH varliginda
indirgenmesini katalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan glutatyonun
formu GSSG, GR ve NADPH varliginda NADPH’ 1in NADP"ye yikseltgenmesiyle
rediikte forma doniismekte ve enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki degisime gore

tayin edilir (Paglia ve Valentine, 1967).
2GSH + ROOH —= 3, ROH +GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* —%* s NADP" + 2GSH
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Ayrraclar Konsantrasyonlari
1. Ayrrag (R1a)

Glutatyon 4.0 mmol/l

G. Rediiktaz >0.5U/

NADPH 0.34 mmol/i

2. Tampon (R1b)

Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/l

3. Kumen Hidroperoksit (R2) 0.18 mmol/I

4. Sulandirma Ayiraci (R3)

Deneyin yapilisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole metotla 37
°C'de Olculdi (Randox Lab., 2013b). Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve
analiz zamanina kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen doku siipernatantlari
kullanildi. Sulandirma oranlari da hesaba katilarak sonuglar tim dokuda U/g doku

olarak hesaplandi.

Cizelge 3.6. GSH-Px ayiraglart ve numunenin kiivete pipetlenme oranlari

Sulandirilmis Ornek (L) Ayirag¢ Korii dH20 (uL)
Ornek veya dH,O 100 100
Ayirag (R1) 500 500
Kumen (R2) 200 20

Kiivetler karistirilarak, 6rnek ve koriin absorbanslari 1 dakika sonra ol¢iildii.
Zaman baslatilmasindan 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okunarak dakika

absorbans degisimi hesaplandi.
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Hesaplama: Ornek ve koriin U/g tiim doku sonuglar1 igin, rnek degerden (U/g),
kor degeri (U/g) ¢ikarildi. Sulandirma faktorde hesaba katilarak sonuglar tiim dokuda
U/g doku olarak hesaplandi.

3.6.3. Lipid peroksidasyon (MDA) tayini
Prensip:Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan

peroksidasyon drinlerinden malondialdehit (MDA), tiyobarbiturik asit (TBA) ile renkli

forma girmesi ile 6l¢uldir. (Jain ve ark., 1989).

Ayiraglar

1. EDTA Cozeltisi (0.1 M) : 37.224 g EDTA-Na2H20 1 litre distile suda eritildi.

2. BHT Cozeltisi (%88) : 0.220g BHT 25ml mutlak alkolde ¢ozlinmesi saglandi.
3. NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda ¢cozdirald.

4. TBA Cozeltisi (%1) : 1 g TBA 100 ml'ye0.05N NaOH ile tamamlandi.

5. TCA (% 30) : 30 g TCA 100 ml distile suda ¢ozduruldu.

6. Fosfat Tamponu : 8.1gNaCl, 2.302 g NazHPOg4, 0.194 g NaH2PO4

distile suda eritilerek 1 litreye tamamlandi. (pH 7.4).

Deneyin yapilisi: Lipid peroksidasyon driini MDA seviyesi, TBA reaktifi ile
renk reaksiyonu sonucu Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede maksimum 532
nm'de absorbanslar Ol¢iildii. Bir tiipe ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis doku
stipernatantlarindan 200 pl alinarak tizerine 800 pl fosfat tamponu ve 25 pl BHT ile
stispanse edildi. Sonra 500 pl % 30'luk TCA eklendi. Tupler vorteksle karigtirilarak 2
saat -20 °C'de buzdolabinda tutuldu. Sonra 15 dakika 2000 rpm'de santriflij edildi.
Siipernatantin 1 ml'si alinarak baska tiiplere aktarildi. Bunlarin iizerine 75 pul EDTA
NazH20, 250 pl TBA eklendi. Tiipler vorteksle karistirildiktan sonra 15 dakika sicak su
banyosunda (90 °C) tutuldu. Sonra oda 1sisina getirilerek 532 nm'de optik dansiteleri
okundu. (Jain ve ark., 1989).



48

A=axbxc (3.3)

A = Absorbans, a= Ekstinksiyon katsayisi, b= Isik yolu, c= Konsantrasyon
1.Sulandirma: 0.2 + 0.8 + 0.025+ 0.5=1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma: 1 + 0.075+ 0.25 =1.325/1=1.325

Sonug=7.625 x 1.325 = 10.103 125=F

c=Ala x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (It/10°x ml)
c=Ax1xFx10/1.56=nmol/g doku olarak hesaplandi.



4. BULGULAR

Fluvalinate ile yapilan deneme slresi boyunca (96 saat), baliklar giinde bir kez
(her giin ayni saatte) yem kisitlamasi yapilmadan, tiiketebilecekleri oranda standart
yemle beslendi. Fluvalinate’nin suda yar1 émrii 24 saat oldugundan (Anonim, 2005),
kontrol grubu hari¢ uygulama gruplarina 24 saatte bir ti¢ farkli sub-lethal
konsantrasyonda (0.0033 pg/L, 0.0065 pg/L, 0.063 pg/L) bu kimyasal uygulandi.
Deneme siresi sonunda karanfil yagi (%85-95 eugenol (4- ally-methoxyphenol-
C10H1202), %5-15 isoeugenol ve methyleugenol) ile anesteziye alinan baliklarin
karaciger, kas ve solungag¢ dokulari alinarak SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri ile
MDA duiizeyleri belirlendi.

4.1. Superoksid Dismutaz (SOD)

Cizelge 4.1. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki SOD aktivite diizeyleri (iki
tekerrtirlii deney ortalamalart)

SOD
KONTROL FLV-1 FLV-2 FLV-3
DOKULAR X+ SEM X+ SEM X+ SEM X+ SEM

Karaciger U/g  2302.18+1.96 2028.83+5.35* 2060.09+4.81*  2057.44+4.37*

Solunga¢c U/g  2260.30+2.52 2036.41+4.51* 2049.37+£3.05*  2041.58+2.90*

Uygulama siresi
96 saat

Kas U/g 2238.77+8.94 2033.61+10.48* 2049.65+6.65*  2048.17+8.12*

*Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplari arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).
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SOD ® KONTROL
mFLV-1
FLV-2
2400 - FLV-3
~ 2300 -
2
o 2200 -
©
5 2100 - . * Lo .
8 2000 -
S 1900 -
1800 -
Karaciger Solungag Kas

Dokular

Sekil 4.1. Fluvalinate’nin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrast
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki SOD aktivite diizeyleri (iki
tekerriirlii deney ortalamalar1). *Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3
gruplar arasindaki fark anlamhdir (p <0.05).

Cizelge 4.1.'e gore karaciger, solungag ve kas dokusu SOD aktivite degerlerinde
Kontrol grubuna gore; FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplarindaki azalma anlamli bulundu (p
<0.05).

4.2. Katalaz (CAT)

Cizelge 4.2. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki CAT aktivite diizeyleri (iki
tekerriirlii deney ortalamalarr)

CAT

KONTROL  FLV-1 FLV-2 FLV-3
z DOKULAR X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM
@ Karaciger Ug ~ 110.41#2.27  54.93+1.12*  66.65+1.49%  71.33+1.21%
E 7]
=8 Solungag U/g 10.46+0.34 6.56+0.08* 4.18+0.28* 6.00+0.25%
(@]
>
> Kas Ulg 5.37+0.19 3.14+0.31* 2.93+0.34* 2.72+0.30%

*Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplar arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).
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CAT u KONTROL
®FLV-1
" FLV-2
FLV-3

[y
N
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o

CAT (U/g doku)
D

4
2
0
Karaciger/10 Solungag Kas
Dokular

Sekil 4.2. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarmin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki CAT aktivite dizeyleri (iki
tekerriirlii deney ortalamalar1). *Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3
gruplar1 arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).

Cizelge 4.2.'e gore karaciger, solungag, kas dokusu CAT aktivite degerlerinde
Kontrol grubuna gore; FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplarindaki azalma anlamli bulundu (p
<0.05).

4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Cizelge 4.3. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki GSH-Px aktivite dizeyleri (iki
tekerriirlii deney ortalamalart)

GSH-Px
KONTROL  FLV-1 FLV-2 FLV-3

g DOKULAR X +SEM X+ SEM X+ SEM X+ SEM
3
- 8 Karaciger nmol/g  62.10+0.82 53.57+0.40* 45.77+0.62* 41.08+0.92*
e w
8 ©
§ < Solunga¢ nmol/g  72.88+1.29 57.53+0.38* 54.36+0.69* 55.52+1.57*
o)

Kas nmol/g 30.18+0.54 25.21+0.63* 24.33+0.44* 24.70+0.52*

*Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplar arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).
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GSH-Px = KONTROL
mFLV-1
80 ®FLV-2
FLV-3

GSH-Px (U/g doku)

Karaciger Solungag Kas
Dokular

Sekil 4.3. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki GSH-Px aktivite dlzeyleri (iki
tekerriirlii deney ortalamalar1). *Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3
gruplar1 arasindaki fark anlamhidir (p < 0.05).

Cizelge 4.3t gore karaciger, solungag, kas dokusu GSH-Px aktivite
degerlerinde Kontrol grubuna gore; FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplarindaki azalma
anlamli bulundu (p < 0.05).

4.4. Malondialdehit (MDA)

Cizelge 4.4. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki MDA diizeyleri (iki tekerriirlii
deney ortalamalar)

MDA
KONTROL  FLV-1 FLV-2 FLV-3

] DOKULAR X+ SEM X+ SEM X+ SEM X+ SEM
:i g Karaciger nmol/g ~ 0.98+0.01 1.04+0.01 1.32+0.03" 1.35+0.01"
E %]
8 ©
E Solungag nmol/g  2.12+0.01 2.42+0.03" 4.08+0.11" 8.83+0.06"
>
)

Kas nmol/g 1.35+0.04 1.93+0.04" 2.07+0.02" 2.11+0.02"

*Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplar1 arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).
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MDA = KONTROL
mFLV-1
6 - mFLV-2
5 * FLV-3
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Karaciger Solungag Kas
Dokular

Sekil 4.4. Fluvalinatenin sub-lethal konsantrasyonlariin 96 saatlik uygulama sonrasi
Poecilia reticulata’nin ¢esitli dokularindaki MDA diizeyleri (iki tekerriirli
deney ortalamalar1). *Kontrol grubu ile FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplan
arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).

Cizelge 4.4.'e gore karaciger FLV-2, FLV-3 gruplarinda MDA diizeyindeki artig
anlaml1 bulunurken (p < 0.05), FLV-1 grubunda ise artis anlamli bulunmad: (p > 0.05).
Solungag, kas dokularinda ise FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplar1 MDA dizeyindeki artis

kontrol grubuna goére anlamli bulundu (p < 0.05).






5. TARTISMA ve SONUC

Pestisit toksisitesi serbest radikallerin olusmasint ve lipit peroksidasyonuna
neden olan oksidatif stresi indikleyebilir (Agrawal ve ark., 1991; Kehrer, 1993;
Almeida ve ark.,1997; Kopruct ve ark., 2008). Sentetik pretroid gibi pestisitler,
biyolojik bozunma siireleri kisa ve organizmalarda birikme egilimlerinin diisiik
olmasindan dolayr tarimsal faaliyetlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Laskowski,
2002). Organofosfatlar(OP) basta olmak {izere bir takim pestisitlerin kullanimina dair
yasak ve kisitlamalar da sentetik piretroidlerin kullanimini arttirmistir. Diger pestisitlere
nazaran dogada bulunma siiresi daha az olan bu insektisitler memelilere ve kuslara
toksisitesi az olmasina ragmen, hedef olmayan sucul organizmalar Uzerindeki potansiyel
olumsuz etkileri endise olusturmaktadir (Elia ve ark., 2017). Artan lipit peroksidasyonu
ve oksidatif stres, bu durumun hassas gostergeleri olarak bilinen bir dizi koruyucu
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanin aktivitesini etkileyebilir. Organizmalarin
tamaminda, reaktif oksijen tiirleri detoksifikasyon isleminde gbrev alan temel
antioksidan enzimler, stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT) ve (GSH) gibi diger diisiik molekiil agirlikli temizleyicilerdir (Storey, 1996;
Droge, 2002).

Bu c¢alismada fluvalinate’nin sebep oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu
etkiye sahip antioksidan enzim aktiviteleri ( SOD, CAT, GSH-Px) ve zar yapilarinda
serbest radikallerin sebeb oldugu kalict hasar olusturan LPO’nun son iiriinii olan MDA
seviyeleri baliklarin karaciger, kas ve solunga¢ dokularinda degerlendirilmistir.

Siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite doniismesini katalizleyen SOD ile
hidrojen peroksiti su ve oksijene doniisiimiinii katalize eden CAT ve GSH-Px
toksikolojik etkilere kars1 ilk savunma hattin1 olustururlar ve bu enzimler toksisitenin
belirlenmesinde biyobelirtegler olarak kullanilirlar (Pandey ve ark., 2003). SOD’un
fizyolojik goOrevi metabolizma sirasinda elektron tagima sisteminden sizan oksijen
radikallerinin hucrelerin membran yapilarinin lipid peroksidasyonunu onlemektir. SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler mortalitesinde de rol oynar. SOD aktivitesi,
oksijen kullaniminin fazla oldugu dokularda fazladir. SOD hiicre dig1 aktivitesi ¢ok

diistiktiir (Thara ve ark., 2005; Lushchak ve Bagnyukova, 2006). Soguk bolgelerde
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yasayan baliklarda SOD aktivitesi sicak bdlgelerde yasayan baliklara oranla daha
fazladir (Abele ve Puntarulo, 2004). CAT enzimi yapisinda Fe*® bulunduran 4 hem
grubundan olusmus, peroksizomlarda yer alan bir hemoproteindir. Hidrojen peroksitin
su ve molekiler oksijene dismutasyonunu Katalizleyen CAT; eritrosit, karaciger ve
bobrekte yogun olarak bulunan bir antoksidan enzimdir (Young ve Woodside, 2001).
GSH-Px, her biri yapisinda selenosistein iceren 4 alt birimden olusan tetramerik bir
enzimdir. Hidroperoksitlerin veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi
tepkimesini katalizler. Redlkte glutatyonu yikseltgerken H202’i de suya ¢evirir ve
bdylece membran lipit yapisin1 ve hemoglobini oksidan strese karst korur (Knapen ve
Ark., 1999; Akkus ve ark., 1996).

Oksidan - antioksidan durumun Olculmesine dair sazanlar (Cyprinus carpio)
Uzerinde deltametrin (DM) 'nin oksidatif hasarina karsi likopen'in iyilestirici
ozelliklerini arastirdiklar1 bir calismada karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda
antioksidan enzim (SOD, CAT ve GSH-Px) aktivitelerinde belirgin 6lglide azalma
oldugu bildirilmistir (Yonar ve Sakin, 2011). Stara ve ark., (2012), Yaygin olarak
kullanilan bir s-triazin herbisit olan simazin'in, sazanlarda (Cyprinus carpio)
antioksidan sistem ve oksidatif stres indeksleri iizerindeki kronik etkisini arastirdiklari
bir ¢alismada 14, 28 ve 60 giin boyunca simazin'in diisiik 6liimciil konsantrasyonlarina
maruz birakilan baliklarin 14. ve 28. Giinlerde, solungag, kas ve karaciger dokularinda
antioksidan aktivitenin (SOD, CAT, GPx) artisin1 adaptasyon olarak belirtmis fakat 60
giinliik maruziyet sonrasi artan ROS iiretiminin antioksidan kapasitenin inhibisyonuna
yol acarak azaldigini bildirmislerdir. Vektorlerle miicadelede yogun olarak kullanilan
deltametrinin, Nil tilapyasi (Oreochromis niloticus) nin karaciger, bobrek ve solungag
dokularinda oksidatif stres seviyesi ve bu duruma bagisiklik diizenleyici etkileri ile
beraber antioksidan potansiyelininde oldugu diisiiniilen Spirulina platensis’in oksidatif
stres tizerindeki koruyucu etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada deltametrin toksisitesinin
enzimatik antioksidanlardan GSH-Px, SOD ve CAT aktivite duzeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede diistiigii bildirilmistir (Abdelkhalek ve ark., 2015).
Bunun yaninda Figueiredo-Fernandes ve ark., (2006), paraquatin, Nil tilapiyast (O.

niloticus)’ nin bazi dokular iizerinde oksidatif stres ve antioksidan enzimler {izerine
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etkisini inceledikleri c¢alismalarinda ise adi gegen herbisitin SOD, GST ve GR
aktivitelerinde artisa sebep oldugunu kaydetmislerdir. Amin ve Hashem, (2012),
organoklorinler ve organofosfatlar ile kiyaslandiginda daha diisiik ¢evresel kalicilig1 ve
toksisiteleri nedeniyle yogun olarak kullanilan deltametrinin, yayin baligi (Clarias
gariepinus) nin karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda oksidatif stres seviyesi, a-
tokoferoliin deltametrin kaynakli oksidatif stres {izerindeki koruyucu etkisini
arastirdiklar: bir ¢alismada Deltametrin grubunda katalaz aktivitesinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede azaldigin1 ve bu 6nemli azalmanin, CAT aktivitesini azalttig1
bildirilen siiperoksit radikallerinin artisina baglanabilecegini bildirmislerdir. Orug ve
Usta, (2007), yapmis olduklar1 bir ¢alismada oksidatif yikima neden oldugu diisiiniilen
bir organofosfat insektisit olan diklorvoslara maruz kalan sazan (C. carpio) ve yayin
baliklarinin (Ictalurus nebulosus) bazi dokularinda CAT aktivitelerinde diisiis oldugunu
bildirmislerdir. Diazinon'un C. carpio’nun kas dokusunda CAT aktivitesinde anlamli bir
azalmaya neden oldugu ve balik tiirleriyle ilgili yapilan g¢esitli ¢alismalarda, pestisit
sebepli toksik etkilerin CAT aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir
(Orun ve ark.,2008; Yonar ve Sakin, 2011). Sipermetrine maruz birakilarak oksidatif
stres olusturulan Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)'nda propolisin oksidatif
hasara kars1 koyucu ve antioksidan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada alabaliklarin
dalak ve kalp dokularinda sipermetrin maruziyeti sonrasi katalaz (CAT) aktivitelerinde
azalma oldugu belirtilmistir (Aldemir ve ark., 2014).

Bu calismanin, lepistes baliklarina ait karaciger, solunga¢ ve kas dokusu
antioksidan enzim (SOD, CAT, GSH-Px) aktivite degerleri Cizelge 4.1., 4.2., 4.3.'de
verilmistir.

Bu verilere gore; FLV-1, FLV-2, FLV-3 gruplarinda karaciger, solungag¢ ve kas
SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerinde kontrol grubuna goére anlamli derecede
azalma (p < 0.05), fluvalinate’nin toksik etkisinden kaynakli oksidatif strese bagl asiri
ROS dretilmesinin, DNA hasarina ve antioksidan kapasitenin inhibisyonuna sebep
oldugu soylenebilir.

Pestisit kaynakli toksisitenin molekdiler dizeydeki 6nemli etkilerinden biri de

hicresel zarlarda yapisal ve iglevsel biitinliigiin bozulmasina neden olan lipid
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peroksidasyonuna yol agmasidir. Bu durum oksidatif stresin énemli belirteclerinden
biridir. Hiicre zarlariin yapisal ve islevsel biitiinliigliniin bozulmasina neden olan lipid
peroksidasyonu malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6lgtlmesiyle gosterilebilmektedir
(Toroser ve ark., 2007). Yonar ve Sakin, (2011), oksidan-antioksidan durumun
Olctlmesine dair sazanlar da (Cyprinus carpio) bir pestisit olan deltametrin'in oksidatif
hasarina kars1 likopen'in iyilestirici 6zelliklerini arastirdiklart bir ¢aligmada karaciger,
bobrek ve solunga¢ dokularinda MDA diizeylerinin 6nemli 6l¢iide yiikseldigini
bildirmislerdir.

Nil tilapyasi (Oreochromis niloticus) Uzerinde, tarimsal savasimda yogun olarak
kullanilan deltametrinin, oksidatif stres seviyesi ve bu duruma bagisiklik diizenleyici
etkileri ile beraber antioksidan potansiyelininde oldugu diistiniilen Spirulina platensis’in
oksidatif stres iizerindeki koruyucu etkisinin arastirildigi bir caligmada, deltametrin
toksisitesinin karaciger, bobrek ve solungag¢ dokularinda lipid peroksidasyonuna neden
olarak MDA dizeylerini arttirdigr bildirilmistir (Abdelkhalek ve ark., 2015). Gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss)'nda sipermetrinin oksidatif stresteki rolli ve propolisin
oksidatif hasara karst koyucu ve antioksidan etkisinin arastirildigi bir calismada
alabaliklarin bazi1 dokularinda sipermetrin maruziyeti sonras1t MDA seviyelerinde artis
oldugu belirtilmistir (Aldemir ve ark., 2014). Yayin baligi (Clarias gariepinus)
tizerinde, diger pestisitlerle ile kiyaslandiginda daha diisiik cevresel kaliciligi ve
toksisiteleri nedeniyle yogun olarak kullanilan deltametrin uygulamasinin, oksidatif
stres seviyesi ve a-tokoferoliin deltametrin kaynakli oksidatif stres Gzerindeki koruyucu
etkisinin arastirildigi bir c¢alismada deltametrin grubunun kontrol grubuna gore
karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda MDA seviyesinin anlamli derecede arttigi
bildirilmisir (Amin ve Hashem, 2012).

Yaptigimiz bu ¢alismada, ¢gizelge 4.4.'e gore karaciger FLV-2, FLV-3; solungag
ve kas dokularinda FLV-1, FLV-2, FLV-3 MDA degerlerinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede artis (p < 0.05) gozlendi. Bu durum detoksifikasyon islevinde 6nemli
derecede rol oynayan bir organ olan karacigerde serbest oksijen radikallerinin arttiginin
ve oksidatif stresten dolay1 hiicre membranlarinda hasar olusturdugunun bir géstergesi

olabilir. Solungaclarin ise toksik madde maruziyetinde ilk hedef organ olmasi ve toksik
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maddeyi emilim hizinin yiiksek olmas1 bu organlarda olusabilecek oksidatif strese bagh
lipit peroksidasyonunu arttirdigi diisiiniilebilir. Deltametrin‘e maruz kalan baliklarda
yuksek toksik etki ve oksidatif hasarin 6zellikle solungaglarda fazla olmasinin nedeninin
solungaclarin bu pestisit maruziyetinde etkilenen birincil yerler olmasi ve deltametrinin
solungaglar tarafindan emilim hizinin yiiksek olmasi ve baliklarda detoksifikasyon
isleminden sorumlu enzimlerin yetersiz kalmasindan kaynaklandigi bildirilmistir
(Sayeed ve ark., 2003; Kochhann ve ark., 2009). Baliklarin kas dokularinda bulunan en
onemli prooksidanlar yapisinda hem olan ve olmayan pigmentler, kompleks demir,
ferritin, mitokondri-sarkoplazmik retikulum enzim sistemi, NADH (nikotinamid adenin
diniileotid hidrojenaz) ve lipoksijenaz'dir. Ozellikle coklu doymamis yag asitleri
(PUFA), proteinler, DNA ve bazi renk pigmentleri, prooksidanlarin etkisi
altindadir(Filho, 1996; Orbea ve Ark.,2000; Abele ve Puntarulo, 2004; Ogiit, 2005;
Piner, 2005; Borazan Ozkurt, 2006). Bu durumun kas dokusunda fluvalinate toksisitesi
ile olusan reaktif oksijn tiirlerinin lipit peroksidasyonu tetikleyerek MDA seviyelerinde
artigina sebep oldugu diisiiniilebilir.

Sonug olarak; elde ettigimiz bulgular sentetik bir pretiroid olan fluvalinate’in,
farkli stres biyobelirteci olan antioksidan enzimlerinin spesifik aktivitelerinde
degisikliklere ve farkli sub-lethal konsantrasyonlarinin 96 saatlik kisa siirede bile
molekiiler diizeyde onemli etkiler olusturarak hiicre zarlarinin yapisal ve islevsel
butlnliigiiniin  bozulmasma neden olan lipid peroksidasyonuna yol agabilecegini
gostermistir. Bu ¢alisma, Poecilia reticulata'daki oksidatif stresin fluvalinate tarafindan

indiiklendigini gostermektedir.
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