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OZET

DIMETHOATE UYGULAMASININ ONCORHYNCHUS MYKISS’TE
BIYOKIMYASAL VE HEMATOLOJIK PARAMETRELERE ETKILERI ILE
DNA HASARININ VE ENDOKRIN BOZUCU POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

DOGAN, Demet
Doktora Tezi, Biyoloji Bolimi
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Canan CAN
Ocak 2011, 120 safya

Bu arastirmada, dimethoate’nin Oncorhynchus mykiss dokularinda hematolojik,
biyokimyasal, genotoksik etkileri ile norotoksisite ve endokrin bozucu potansiyeli
birlikte ele alinarak arastirilmistir. Bu amagla ergin O. mykiss 5, 15 ve 30 gun sure ile
pestisitin 0.0735 mg/L, 0.3675 mg/L ve 0.7350 mg/L derisimlerinin etkisinde
birakilmistir. Hematolojik analizlerde oto analizor, oksidatif stres parametrelerinin
belirlenmesinde spektrofotometrik yontemler ve DNA hasarinin incelenmesinde
comet analizi kullanilmistir. Ozellikle uzun siireli pestisit uygulamasimdan sonra
eritrosit ve 16kosit sayilarinda, hemoglobin, hematokrit, MCV ve MCH degerlerinde
belirlenen azalma mikrositik hipokromik anemi gelistigine isaret etmektedir.
Dimethoate stresinin neden oldugu yiiksek metabolik talebi karsilamaya yanit olarak
belirlenen hiperglisemik ve hipoproteinemik durum, O. mykiss’te go6zlenen
davranigsal degisimler ile desteklenmektedir. Karaciger ve beyin dokularinda AChE
spesifik aktivitesinde %45-94 oraninda belirlenen inhibisyon, dokularda asetilkolin
birikimi ve kolinerjik iletimde bozulmanin gostergesidir. Gozlenen davranigsal
anormaliklerin dimethoate indiiklii nérotoksisiteden kaynaklandig diisiiniilmektedir.
Dimethoate O. mykiss’te anti-androjenik etki gdstermemistir, ancak 17p-estradiol
diizeyinde belirlenen degisimle desteklendigi tizere H-P ekseninde son drin
inhibisyonunu degistirerek ve bir Ostrojen taklit gibi davranarak endokrin bozucu
etkiye neden olmustur. Aminotransferazlar ALT ve AST enzim aktivitelerinde
belirlenen slre ve derisimle pozitif iligkili artis, dimethoate’nin toksik etkisini
dogrudan karaciger dokusu iizerinde gostererek hiicre membran permeabilitesini
bozdugunu gostermektedir. O. mykiss karaciger ve beyin dokularinda antioksidan
enzim aktivitelerinde belirlenen bifazik yanit ve lipid peroksidasyonunun artisi,
antioksidan savunmanin reaktif tiirleri etkisiz hale getirmek i¢in yeterli olmadigini ve
dimethoate uygulamasinin oksidatif stres olusumu ile sonu¢landigini gostermektedir.
Ayrica diisiik antioksidan kapasitesi nedeniyle beyin dokusunun, karacigere nazaran
oksidatif strese daha duyarli oldugu belirlenmistir. Comet analizi ile, pestisit
uygulanan gruplarda DNA hasar diizeyinin kontrole gbére 6nemli oranda yiksek
bulunmasi, dimethoate’nin genotoksik etkisini acik¢a ortaya koymaktadir. Bu
caligma ile, farkli toksisite biyomarkirlarinin birlikte incelenmesinin, kimyasalin
toksik profilinin degerlendirilmesinde daha anlamli sonuglar elde edilmesine
yardimct oldugu ve subletal derisimlerde O. mykiss’te belirlenen yanitlar dikkate
alindiginda, dimethoate’nin oldukga toksik oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Dimethoate, O. mykiss, oksidatif stres, endokrin bozulmasi,
DNA hasari



ABSTRACT

EFFECTS OF DIMETHOATE APPLICATION ON BIOCHEMICAL AND
HEMATOLOGICAL PARAMETERS AND INVESTIGATION OF DNA
DAMAGE AND ENDOCRINE DISRUPTION POTENTIAL

DOGAN, Demet
Ph.D. Thesis in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Canan CAN
January 2011, 120 pages

Hematological, biochemical and genotoxic effects together with neurotoxicity and
endocrine disruption potential of dimethoate in Oncorhynchus mykiss tissues were
investigated in this research. For this reason, adult O. mykiss were exposed to 0.0735
mg/L, 0.3675 mg/L and 0.7350 mg/L of pesticide concentrations for 5, 15 and 30
days. The autoanalyzer for hematologic analyses, spectrophotometric methods to
determine oxidative stress parameters and comet assay for DNA damage were used.
Determined decrease in erythrocyte and leucocyte numbers, hemoglobin and
hematocrit, MCV and MCH especially after prolonged exposure refers to occurrence
of microcytic hypochromic anemia. Hyperglycemic and hypoproteinemic conditions
detected as response to compensate high metabolic demand caused by dimethoate
stress are supported by behavioral changes observed in O. mykiss. Inhibition rate of
45-94% in AChE specific activity in liver and brain tissues is sign of acetylcholine
accumulation and impairment in cholinergic transmission in tissues. It is assumed
that observed behavioral abnormalities are caused by dimethoate induced
neurotoxicity. Dimethoate did not show anti-androgenic effect in O. mykiss, however
it introduced endocrine disrupting effect by changing feedback mechanism on H-P
axis and functioning as estrogen mimic as confirmed by altering 17p-estradiol levels.
Duration- and concentration-dependant increase in enzyme activities of
aminotransferases of ALT and AST is revealed that dimethoate exerts its toxic action
directly on liver tissue and impairs cell membrane permeability. Biphasic response
obtained in antioxidant enzyme activities of liver and brain tissues of O. mykiss and
increase in lipid peroxidation are elucidated that antioxidant defense was not
effective enough in order to inactivate reactive species and dimethoate application
resulted in oxidative stress. In addition, it was determined that brain tissue is more
sensitive than liver to oxidative stress because of low antioxidant capacity. Detecting
high level of DNA damage in pesticide exposed groups over control by comet assay
clearly verified genotoxic action of dimethoate. It is concluded with this
investigation that analysing different toxicity biomarkers together contributes to
obtain more meaningful results in evaluating toxic profile of chemical and
dimethoate is highly toxic when responses observed in O. mykiss at sublethal
concentration were taken into account.

Key Words: Dimethoate, O. mykiss, oxidative stress, endocrine disruption, DNA
damage
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BOLUM 1
GIRIS

Kirlilik hava, su veya topragin fiziksel, kimyasal veya biyolojik 6zelliklerinde insanlarin
ve diger yasam formlarinin sagligini, hayatta kalmasini veya faaliyetlerini istenmeyen
yonde etkileyebilecek degisimlerdir (Spellman, 1999). Endistrilesme, yapim ve nakliye
gibi gelisim i¢in tercih edilen insan faaliyetleri tehlikeli maddelerin olusumuna ve

cevreye salinmasina neden olmakta, ¢evrenin kompozisyonunu ve kompleks yapisini

degistirmektedir (Khopkar, 2004).

Su kirliligi suda kaliteyi bozma egiliminde olan, tehlikeli ya da suyun kullanigliligini
etkileyen herhangi yabanci maddenin (organik, inorganik, radyolojik veya biyolojik)
bulunmasi olarak tanimlanmaktadir. Su kirliliginin noktasal ve noktasal olmayan kaynak
olmak 0zere iki temel kaynagi vardir. Noktasal kaynaklar kirleticileri dogrudan su
kaynaklarina bosaltan fabrikalari, atik su aritma tesislerini ve septik sistemleri
kapsamaktadir. Noktasal olmayan kaynaklar pestisitlerin, gubrelerin ve zararh
kimyasallarin tarlalardan, arazilerden ve yapim alanlarindan yikanmasini kapsar ve

tanimlanmalar1 zordur (EPA, 1997).

Insanlar i¢gme suyu, akuatik canlilarin besin olarak kullanilmas1 ve dinlenme tesislerinde
tathh suyun kullanilmasi ile sucul cevre ile iliski halindedirler. Akuatik canlilarda
saptanan kirletici etkileri, insan saglig1 i¢in potansiyel hasarin erken uyarisi olarak kabul
edilmektedir. Rutin yontemler kullanilarak analiz edildiginde bir su 6rnegindeki Kirletici
derisimi belirleme sinirlarinin altinda olabilmektedir. Ancak bazi organizmalarin
viicutlarinda dereceli olarak birikim meydana geldiginden, bu canlilarin viicutlarindaki
derisimler zamanla c¢evresel kirlilik diizeyini gostermektedir. Agir metaller,
poliklorobifeniller ve pestisitlerin sucul habitatlarda neden oldugu sorunlar bilinmektedir

ve bu bilesikler insan sagligini tehdit etmektedir (Mason, 2001).

Pestisit; fitopatolojik ve entomolojik zararlilar1 6ldiirmek veya kontrol etmek igin
kullanilan tiim kimyasal ve biyolojik iiriinleri kapsayan genel bir terimdir. Pestisitler

etkili Urlin elde edilmesini saglayarak, besinlerin toksik mantarlarla kontaminasyonunu
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azaltarak ve insan hastaliklarin1 yayan hagereleri kontrol ederek sagligimiza ve yasam
kalitemize 6nemli katki saglamaktadirlar. Ancak biyolojik olarak aktif tasarlandiklarinda
etkilerini hedef olmayan turler (insan ve diger tiirler) iizerinde de gosterebilirler. Ayrica
bir hedef organizmaya etkileri ekolojik dengeyi istenmeyen sekilde degistirebilmektedir
(ACP, 2003).

Pestisitler kimyasal yapilarna gore organoklorlular, organofosforlu pestisitler,
karbamatlar ve piretroitler olarak smiflandirilmaktadirlar (Laws, 2000). Organofosforlu
pestisitlerin dogada hizli par¢alanmalari, organoklorlu pestisitlerin yerini almalarina ve
yogun olarak kullanilmalarina neden olmustur. Organoklorlu pestisitlere nazaran hizli
pargalanmalarina ragmen, hedef spesifiteleri yoktur ve hedef olmayan omurgali ve
omurgasiz canlilara kars1 yiiksek akut toksisite gosterirler. Organofosforlu bilesikler
fosfora ¢ift bagl atoma (oksijen ya da sulfur) gore fosfatlar veya fosforotioatlar olarak
adlandirilmaktadir. Ticari organofosforlu insektisitlerin ¢ogu fosforotioattir, ¢linkii P=S
formu daha stabildir ve lipidde ¢Oziniirliigli fazladir. Esterazlari inhibe etmek i¢in
oksidatif destlfiirasyon reaksiyonuna ihtiya¢c duymaktadirlar ve okside formlar1 (P=0)
genellikle okson olarak adlandirilmatadir. Toksik etkilerini norotransmitter asetilkolinin
(ACh) hidrolizini katalizleyen enzim olan asetilkolinesterazin (AChE, EC 3.1.1.7) geri
doniistimsiiz inhibisyonu seklinde gosterirler (Fukuto, 1990; Moretto ve Lotti, 1998).

Biyolojik sistemlerde organofosforlu bilesiklerin detoksifikasyonu faz I ve faz II olmak
tizere iki asamada gerceklesmektedir. Faz I reaksiyonlarda (oksidasyon, reduksiyon ve
hidroliz), lipidde ¢6zinen molekillere OH, COOH, NH;, ve SH gibi polar gruplar
eklenerek bilesigin polaritesi arttirilmaktadir. Faz II reaksiyonlarda glukuronik asit,
siilfirik asit, aminoasitler veya glutatyon gibi endojen bilesikler polar gruplarla
reaksiyona girerek faz | reaksiyon trininiin daha asidik ve polar olmasi saglanmaktadir.
Bu iiriinlerin genel olarak biyolojik aktiviteleri azdir ve suda ¢oziiniirliikleri yiiksektir

(Abou-Donia, 1995).

Dimethoate [O,O-dimethyl S-methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate] (Sekil 1.1)
kontak ve sistemik etkili organofosforlu bir pestisittir. 1956 yilinda ruhsatlandirilmistir.

Akarlar, afitler, kirpik kanatlilar ve beyazsineklere kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 1.1 Dimethoate’nin yapisal formiili (FAO/ WHO, 1980)

Dimethoate fosforotioat bir molekuldir. Sitokrom P-450 bagimli monooksijenazlar
yoluyla oldukg¢a reaktif metabolitlere biyolojik olarak aktive edilmektedir.
Dimethoate’nin oksijen analogu dimethokson, pestisitin toksisitesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Dimethokson’un kendisi de omethoate olarak bilinen bir insektisit olarak
kullanilmaktadir (Chambers ve Chambers, 1991).

Dimethoate suda 39 g/L (21 °C), kloroform, metilen, benzen, toluen, alkoller ve
esterlerde yliksek coziiniirliige sahiptir. Dogada pestisitin temel inaktivasyon yolu,
hidrolitik pargalanmadir. Nemli havada fotokimyasal olarak hidrolitik ve oksidasyon
urtnlerine pargalanmaktadir. Topraktaki ¢oziiniirliigii ve akiimulasyonu topragin tiiriine,

sicakliga, neme ve pH diizeyine bagl olarak degismektedir.

Dimethoate’nin temel metabolik yolu hidroliz ve oksidasyondur (Sekil 1.2). Hidroliz
urunleri tiyokarboksi tirevi yoluyla fosforik, tiyofosforik veya ditiyofosforik asitlerdir.
Tiyodesmetilkarboksi turevi yoluyla ikinci bir parcalanma da meydana gelebilmektedir.
Pestisit, karaciger sitokrom Pys enzim sistemi ile P-S kismimin P-O tirevine

dondstiiriilmesi ile biyolojik olarak aktive edilmektedir (IPCS, 1989).

Dimethoate toksisitesinin temel mekanizmasi AChE’nin aktif bdlgesinde serin
rezidilerinin fosforilasyonudur. Bu durum solunumun, miyokardiyal ve néromuskuler
iletimin bozulmasi ile sonuglanmaktadir. Ancak, pestisitin etkileri norotoksisite ile sinirl
degildir. Oksidatif stres olusturarak antioksidan yanita neden oldugu (Hamed vd., 1999),
testis hasar1 ve testosteron biyosentezinin inhibisyonu ile endokrin sistemi bozdugu
(Walsh vd., 2000; Saymm, 2007; Astiz vd., 2009), karacigerde histopatolojik
degisikliklere yol actig1 (Rodrigues ve Fanta, 1998) ve karsinojenik etkilere neden
oldugu (Reuber, 1984) bildirilmistir. Baliklarda LCsy degeri Clarias batrachus
Linnaeus, 1758 i¢in 65 ppm, Lepomis macrochirus Rafinesque, 1819 igin 6 ppm ve

Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 icin 22.4 ppm olarak bildirilmistir (Begum, 2009).
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Sekil 1.2. Dimethoate’nin metabolik yolu (FAO/WHO, 1967).
1.1. Hedef Organ Toksisitesi

Ksenobiyotik terimi canli organizmalara yabanci, ancak farkli yollarla organizma ile
temas halinde olan tiim bilesikleri ifade etmek icin kullanilmaktadir. TUm dokular
ksenobiyotiklerin toksik etkilerine kars1 farkli derecede duyarlhidirlar ancak c¢ogu
kimyasal hedef organlar olarak tanimlanan spesifik organlarda hasara neden olma
egilimine sahiptir. Dokularin toksisiteye duyarliligini etkileyen faktorler arasinda
kirleticilerin viicutta dagilimi ve toksisite mekanizmalari 6nemli yer tutmaktadir. Bir
kimyasalin spesifik bir organda zararli etkilerini gostermesi i¢in 6ncelikle etki bolgesine
ulagsmas1 gerekmektedir. Organin bu strese yanitin1 belirleyen etmenler arasinda
bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri, kimyasalin ve metabolitlerinin doku ve viicuttaki
metabolizmas1 ve dokunun kimyasal indiiklii hasar1 onarma yetenegi sayilabilir (Cohen,

1986).

Karaciger potansiyel olarak toksik ¢ok sayida maddeye maruz kalmakta ve hayvan
caligmalarinda genellikle hedef organ olarak kullanilmaktadir. Sistemik dolasima ve
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diger dokulara giris kapist olarak hasara daha duyarlidir ve sistemik dolasimda
seyreltilmelerinden Once yabanci bilesigin ¢ok daha yiliksek derisimlerine maruz
kalmaktadirlar. Karaciger yapisinin biiylik kismini olusturan hepatositler metabolik
olarak ¢ok aktiftirler. Organizmanin fonksiyonu igin gerekli olan protein sentezi, fazla
azotun atilmast ve lipid metabolizmast gibi farkli biyokimyasal reaksiyonlar
yiiriitmektedirler. Bu nedenle yabanci bir bilesigin bu metabolik aktiviteyi etkilemesi
toksisite ile sonuglanabilmektedir. Karacigerin toksisite i¢in hedef organ olmasinin bir
diger nedeni safra olusumu yoluyla bir bosaltim fonksiyonuna sahip olmasidir.
Ksenobiyotikler ve/veya metabolitleri boylece atilmakta ve safradaki artan derigimleri
dogrudan safra kanalina hasar verebilmektedir. Alternatif olarak, safraya ¢ikartilan
yuksek dozlardaki kimyasal bosaltma islemini doyurmakta ve hepatositlerde yiiksek
derisimde birikime neden olabilmektedir (Timbrell, 2002).

Karacigerin diger onemli 6zelligi kimyasallarin aktivasyon ve detoksifikasyonunda
anahtar rol oynamasidir. Bu islemde lipofilik bilesikler daha hidrofilik metabolitlere
dontstiiriilerek, viicuttan atilmalar1 kolaylastirilmaktadir. Biyotransformasyon ile
lipofilik bilesiklerin viicutta birikimlerinin dnlenmesine ragmen, genellikle reaktif toksik
metabolitlerin iiretimi ile sonug¢lanmaktadir. Bu metabolitler karaciger hasarina neden
olabilecek bir seri olay1r baslatabilmektedirler. Baliklarda karaciger lipid agisindan
zengin oldugundan ¢ogu organik Kkirletici icin temel biyoakimulasyon bdlgesidir.
Biyoakiimiilasyon karacigerde morfolojik hasar ve detoksifikasyon enzimlerinin

aktivitelerinin inhibisyonu riskini arttirmaktadir (Kime, 2001).

Sinir sistemi, endokrin sistem ile birlikte, sabit bir homeostazis saglamakta ve dis
uyaranlara hizla yanit vermektedir. Sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel birimi
noronlardir. Gorevleri impuls bigiminde bilgiyi olusturmak, iletmek ve almaktir. Olgun
ndronlar mitoz gegirme yeteneginde olmadigindan, sinir sistemi hasar gordiiglinde
noronlar yenilenemeyecek ve hasar kalic1 olacaktir. Bu durum sinir sistemini ndrotoksik
kimyasallarin etkilerine kars1 6zellikle duyarli hale getirmektedir (Robinson ve Thorn,

2005).

Kan beyin engeli bazi norotoksinlere karst bir dereceye kadar koruma saglamaktadir.
Kapiller endotelyal hiicrelerin siki baglantilar1 ve glial hiicrelerin islemleri kan beyin
engelinin diisiik permeabilitesine katilan temel yapisal ozelliklerdir. Kan dolasiminda

olan kimyasallar interstitial beyin sivisina ulasmak igin kapiller endotelyal hicre



membranini ve glial hiicre membranini1 gegmek zorundadirlar. Beyin interstitial sivisinin
diisiik protein igerigi plazma  proteinlerine  baglanan  lipofilik  kimyasallari
sinirlamaktadir. Bu nedenle beyne kimyasal girisi serbest, lipofilik, iyonize olmamis ve
ozel tasiyict sistemlerle tasman maddelerle sinirlidir. Iyonize ve plazma proteinlerine
bagli kimyasallar kan beyin engelini gecememektedirler Lipofilik olduklarindan
organofosforlu pestisitler de kan beyin engelini kolayca gecerek etkilerini sinir

sisteminde gdstermektedirler (Dix, 2001).
1.2. Biyoindikator Olarak Bahklar

Genel olarak insan saglig1 agisindan kirleticilerin toksisitesini arastirmak, hiicresel hasar
ve yanit arasindaki mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in memeli tiirleri model olarak
kullanilmaktadir. Baliklar insanlarla yakin evrimsel iliskiye ve strese karsi benzer
toksikolojik ve adaptif yanitlara sahiplerdir. Akuatik sistemler cogu c¢evresel kirleticinin
bir arada bulundugu bir ortam saglamaktadir ve bu nedenle toksisite mekanizmalarinin
arastirtlmasinda baliklar, hedef ve model organizma olarak onemli yer tutmaktadir

(Kelly vd., 1998).

Tatli su ekosistemlerinin durumunun degerlendirilmesinde, ekolojik ve ekonomik olarak
onemli olan baliklarin biyoindikator olarak bazi 6zgiin 6zellikleri ve avantajlart vardir.
Baliklarin su kalitesine duyarli olduklar1 ve karakteristik habitat tercihleri oldugu
bilinmektedir. Baliklar akuatik ortamda kolay bulunmaktadir ve enerjinin diisiik trofik
seviyeden yuksek dizeye transferinde fonksiyon gérdiklerinden akuatik besin zincirinde
onemli bir ekolojik rol oynamaktadirlar. Ayrica kontamine besinlerin sindirilmesi,
solunum ve su temast ile farkli kimyasallar1 deriden dokularina alarak
biriktirmektedirler. Akiimiile edilen kimyasallardan bazilar1 toksik etkilerini gostermek
i¢in hedef bolgesine ulasmaktadir. Insanlar icin besin kaynag oldugundan, dokularda
kimyasal birikimi ve olasi etkilerinde onemli rolii vardir (Jalabert vd., 2000).
Ekotoksikolojik aragtirmalarda genelde laboratuar ortaminda standart toksisite testleri
kullanilarak kirleticilerin tatli su baliklarindaki etkileri degerlendirilmekte ve sonuclar
kirletici etkisinde insan sagliginda meydana gelebilecek potansiyel zararlarin tahmin
edilmesinde kullanilmaktadir (Begum ve Vijayaraghavan, 1996; Di Giulio ve Hinton,
2008).

Test organizmasinin se¢iminde en Onemli kriterler laboratuar ortaminda yetistirme

kolaylig1, kiigiik boyut, kisa yasam siiresi ve organizmalarin homojenligidir (Lawrence,
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1981). Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792 iyi oksijenlenmis, temiz ve soguk suyu
tercih eden bir tatli su baligidir. Balik¢ilikta ve besin endiistrisinde 6nemli oldugundan,
fizyolojik sorunlar gézlenmeden 6nce kirleticilerin neden oldugu biyolojik degisimlerin
erken donemde belirlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan duyarhi test
organizmalarindan biridir. Ayrica, akut ve kronik toksisite c¢aligmalarinda test

organizmasi olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (OECD, 1992).
1.3. Biyomarkir

Genellikle letaliteyi hedef nokta olarak kullanan geleneksel ekotoksikoloji testleri ile
karsilagtirildiginda, biyomarkirlarin tanisal arag olarak kullanimi yayginlagmaktadir.
Genel olarak biyomarkirlar, kimyasal ile reseptor boélge arasindaki toksikolojik
etkilesimlerin neden oldugu ilk degisiklikler olarak diisiiniilmektedir. Bu etkilesim
hicresel diizeyde baslayan bir dizi olay: indiikler (gen transkripsiyonunun bozulmasi,
metabolik yollarda diizensizlik) ve yiksek biyolojik organizasyonda olumsuz etkilere
neden olur. Geleneksel toksisite testlerinde normal olarak g¢alisilan etkiler (gelisimin,
tiremenin ve canliligin bozulmasi) organizma diizeyinde meydana gelen hasarin nihai

sonucu olarak diisiiniilmektedir (De Coen vd., 2000).

Biyomarkirlar etkide kalma, yanit ve duyarlilik biyomarkirlar1 olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Etkide kalma biyomarkilar1 i¢ doz ve etkili doz markirlar1 olarak
siniflandirilmaktadir. ¢ doz markirlant  viicut sivilarinda  bilesigin - ve/veya
metabolitlerinin 6lc¢tlmesi yoluyla belirli bir kimyasala maruz kalindigini gosteren
markirlardir. Etkili doz markirlart ise kimyasalin veya metabolitinin toksikolojik olarak
onemli bir hedefe ulastigin1 gostermektedirler. Yanit biyomarkirlari, bir organizmada
dokularda veya viicut sivilarinda belirlenebilen biyokimyasal, fizyolojik veya diger
degisimleri igermektedir. Ksenobiyotik uygulamasi ve bir kimyasalin absorpsiyonu
nedeniyle preklinik degisimleri veya olumsuz saglik etkilerini belirlemek igin
kullanilmaktadir. Duyarlilik biyomarkirlari, organizmanin spesifik bir ksenobiyotige
dogal veya kazanilmis olarak yanit verme yetenegidir. Organizmanin etkiye duyarliligini
degistiren genetik faktorleri ve reseptorlerdeki degisimleri kapsamaktadir. Farkhi
bireylerde toksik uygulamaya verilen yanitlarin derecesindeki degisimleri aydinlatmaya
yardime1 olmaktadir (Van der Oost vd., 2003).



1.3.1. Oksidatif Stres Parametreleri

Molekdiler oksijen (O;), solunum zincirinde meydana gelen bir dizi biyokimyasal
reaksiyonda hayati 6neme sahip oldugundan hiicre fonksiyonu igin gereklidir. O, iki su
(H20) molekiilii olusturmak i¢in her seferde bir tane olmak Uzere dort elektron
alabilmektedir. Bu islem sirasinda ara firtinler olarak superoksit (O,”) ve hidroksil
radikal (HO') gibi farkli oksijen radikalleri ile hidrojen peroksit (H,0;) gibi zararli
oksijen tarleri Gretilmektedir. Serbest radikal atomik veya molekiiler yapisi nedeniyle

oldukga kararsiz olan atom, molekiil veya bilesiktir (Kohen ve Nyska, 2002).

O,+e > 0y stiperoksit radikal (1.1)
O, +H,O - HO, + OH"  hidroperoksil radikal (1.2)
HO, +e + H — H,0; hidrojen peroksit

(1.3)
H,0, +e& — HO + OH" hidroksil radikal (1.4)

Molekdiler oksijene bir elektron transferi ile O, radikal olusur. Bu radikal, ortama ve
pH’ya bagl olarak farkli ozelliklere sahiptir. Siiperoksit diisiik pH’da hidroperoksil
(HO,) formunda bulunmaktadir. Hidroperoksil, yukli forma gore biyolojik
membranlara daha kolay baglanabilmektedir. Hidrofilik bir ortamda O,” ve HOy
indirgeyici ajan olarak davranmaktadir. Ancak HO,”’in indirgeme kapasitesi daha
yuksektir. Organik cozilcilerde ise O, ’in ¢oziiniirliigii ve indirgeme kapasitesi daha
yiiksektir. Ayrica pozitif yiiklii merkezlere saldirabilen giiglii bir niikleofil ve H”
verebilen bilesikler ile reaksiyona girebilen bir oksidan gibi davranabilmektedir (Kohen

ve Nyska, 2002).

Superoksit radikallerin en 0Onemli reaksiyonu dismutasyon reaksiyonudur. Bu
reaksiyonda bir siperoksit radikali baska bir siiperoksit radikal ile reaksiyona

girmektedir. Sonucta biri oksijene oksitlenirken digeri H,O,’ye indirgenmektedir.
O, +0, + 2H" > H,O0, + O, (15)

Molekdiler oksijene iki elektron transferi ve stperoksit radikallerin dismutasyonu sonucu
H,O, (retilmektedir. H,O, molekillerinin reaktif oksijen metabolitleri olarak
diistiniilmesine ragmen, eslesmemis elektronlart olmadigindan radikal degildir. Ancak
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diisiik derisimde hiicrede hasara neden olabilmektedir. Sulu cozeltide serbestce
¢cozlinmekte ve biyolojik membranlara kolaylikla baglanabilmektedir. Zararli kimyasal
etkisi, oksitleyici o0zelligi nedeniyle dogrudan ve HO' gibi daha zararli tiirlerin
olusumuna katildigi i¢in dolayli etki olarak gruplandirilmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

Hidroksil radikal biyolojik sistemlerde farkli reaksiyonlarla iiretilmektedir. Bu radikalin
reaktivitesi oldukc¢a yiiksektir. Hidroksil radikal asagida verilen iki reaksiyon sonucu

olusmaktadir:

(i) Fenton reaksiyonu:

Fe*?+ H,0, — Fe"+ HO + OH (1.6)
(if) Haber-Weiss reaksiyonu:

02"+ H;0; > 0, + OH + HO (1.7)

Kisa Omiirlidiir ve diger molekiillere karsi yiiksek afinitesi vardir. Hiicrede DNA,
proteinler, lipidler, aminoasitler, sckerler ve metaller ile yiksek oranda reaksiyona
girebilen giiclii bir oksitleyici ajandir. Radikalin ii¢ temel reaksiyonu hidrojen ayirma,
ekleme ve elektron transferidir. Ylksek reaktivitesi nedeniyle biyolojik sistemlerdeki en
reaktif radikal olarak kabul edilmekte ve iiretildigi yerde yakinindaki molekiiller ile
etkilesebilmektedir (Ahmad, 1995).

Reaktif oksijen tirleri normal metabolik islemler sirasinda siirekli iiretilmektedir.
Hicreler reaktif oksijen tlrlerin iiretimini engellemek veya olusan tiirleri detoksifiye
etmek i¢in koruyucu mekanizmalar gelistirmislerdir. Reaktif tiirlerin olusumu ve
uzaklastirilmalar1 veya hasarli kompleks molekiillerin (proteinler veya DNA) tamiri
arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres meydana gelmektedir (Ahmad, 1995;
Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Oksidan aracilikli etkiler ya yiiksek antioksidan enzim aktivitesi ve enzimatik olmayan
bilesiklerin derisimi gibi adaptif yanitlara ya da proteinlerin, lipidlerin ve niikleik
asitlerin oksidasyonlar1 ve doku redoks durumunun bozulmas: gibi toksisite ile
sonuglanmaktadir. Oksiradikal olugumunu, inhibe etme egiliminde olan savunma

sistemleri arasinda sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan



enzimler bulunmaktadir (Ahmad, 1995).
1.3.1.1. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), superoksit radikalin dismutasyonunu
katalizleyerek superoksit radikal toksisitesine karsi onemli bir savunma mekanizmasi

saglayan metalloenzimdir.
20,7+ 2 H" — H>,0,+ O, (18)

Aktif bolgelerinde yer alan geg¢is metaline bagli olarak, dort farkli izozimi
bulunmaktadir; bakir/¢inko (Cu/Zn) SOD, mangan (Mn) SOD, demir (Fe) SOD ve nikel
(Ni) SOD. Cu/Zn SOD okaryotlarin sitosoliinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri
tiirlerinde bulunmaktadir. Okaryotik Cu/ZnSOD, 32.000 Dalton’luk molekiiler agirhiga
sahiptir ve her biri bir Cu ve bir Zn iyonu tasiyan iki protein alt birimden olusmaktadir.
Fizyolojik pH’da katalizor olmadan O, dismutasyonunun reaksiyon hizi 5x10° M™
s'dir. Cu/ZnSOD bu reaksiyonu hizlandirir (1.6x10° M™s™) ve O,7’in yarilanma
stiresini etkili bigimde kisaltir. Cu/ZnSOD siyanit ile inhibisyona olduk¢a duyarhdir.
Okaryotlarda molekiiler agirlig1 ve aminoasit kompozisyonu agisindan sitosolik formdan
farkl1 ekstraselliiler bir Cu/Zn SOD oldugu bilinmektedir. Her bir altbirimi bir Cu ve bir
Zn iyonu tagiyan tetramerik bir glikoproteindir (135.000) (Mruk vd., 2002).

MnSOD o6karyotlarda mitokondride ve prokaryotlarda bulunmaktadir. Omurgalilarda
92.000 Dalton’luk molekiiler agirliga sahiptir. DOrt protein alt birimi ve enzim basina 2
veya 4 Mn iyonu tasir. MnSOD siyanit ile inhibe olmaz, Cu/ZnSOD ile farkliliklarina
ragmen katalizledikleri reaksiyon aynidir. FeSOD bitki sitosoliinde ve bazi bakteri
hlcrelerinde bulunan prokaryotik bir enzimdir. Aktif boélgesinde demir iceren
dimerlerdir ve MnSOD’a benzer bir protein yapisina sahiptir. En son tanimlanan
superoksit  dismutaz  NiSOD’dur. Enzim  Streptomyces bakterilerinden ve
siyanobakterlerden izole edilmistir. Yaklagik 80.000 Dalton’luk molekiiler agirliga sahip
hegzamerik bir yapidir. Her bir monomerik birim “nikel kanca” olarak adlandirilan bir
yap1 tasimaktadir (Abreu ve Cabelli, 2010). SOD enziminin O,”i etkili bicimde
indirgemesine ragmen, reaksiyon iirlinlerinden bir1i H,O;’dir. Cogu aerobik organizma
ve tum omurgalilarda H,O,’in metabolize edilmesinden sorumlu iki enzim vardir.

Bunlar katalaz ve glutatyon peroksidazdir (Lackner, 1998).
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1.3.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) omurgalilarda 120.000 Dalton’luk molekiiler agirligindadir.
Her biri aktif bolgesinde bir ferrik hem grubu tasiyan dort alt birimden olusmaktadir.
Her alt birimde enzimi stabil tutmaya yardimci olan bir NADPH baghdir. CAT
enzimince katalizlenen reaksiyon SOD enziminde oldugu gibi bir dismutasyon

reaksiyonudur (Lackner, 1998).
2H,05, — O, + 2H,0 (19)

Katalaz aktivitesi azid veya siyanit ile inhibe olabilmektedir ancak en kullanigl inhibitor
aminotriazol’dir. Sabit H,O, kaynagi oldugunda CAT belirli peroksidaz tiirii
reaksiyonlar1 da gerceklestirebilmektedir. CAT peroksizomlarda lokalize olmaktadir.
Peroksizomlar yag asitlerinin B-oksidasyonunda fonksiyon gorirler. Bu islemde H,0,
yan lrlin olarak olugmaktadir. Bu nedenle CAT peroksizomlarda hasart ve H2O,’nin

hiicrede diger bolgelere hareketini engellemektedir (Lackner, 1998).
1.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9), hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda en

onemli peroksidazdir. H,O, ve hidroperoksitlerin glutatyon bagimli rediiksiyonlarini

katalizler.
H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0 (1.10)
ROOH + 2 GSH —GSSG + ROH + H,0 (1.11)

Peroksitlerin rediiksiyonu ile, GPx oksidatif hasar ve serbest radikal Grlnlerin
aklimiilasyonuna kars1 koruma saglar. Sitoplazmada ve mitokondriyal matrikste yer
almaktadir. Enzim aktif bolgesinde selenosistein icermektedir. Selenosistein sisteinin
aminoasit analogudur ve selenyum atomu siilfiiriin yerini almaktadir. GPx tarafindan
katalizlenen reaksiyon bir peroksit substratin ilgili alkole indirgenmesidir. Reaksiyon
sirasinda rediikte glutatyon (GSH), glutatyon disiilfite (GSSG) oksitlemektedir. GPx
enziminin radikal zincir reaksiyonunu = sonlandirarak, membranlarin  lipid

peroksidasyonuna karsi korunmasinda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Lackner,

1998).
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1.3.1.4. Lipid Peroksidasyonu

Oksidatif stres sirasinda meydana gelen tipik reaksiyonlardan biri de doymamis yag
asitlerinde peroksidatif hasar oldugundan, lipid peroksidasyonu kimyasal kirleticiler
tarafindan indiiklenen oksidatif stres etkilerine karsi markir olarak kullanilabilir (Pandey

vd., 2003). Lipid peroksidasyonu ii¢ asamadan olugsmaktadir:

o Baslama: Bir lipidin poliansatiire yag asidi reaktif bir serbest radikal ile
reaksiyona girer ve bir lipid radikal olusur. Olusan lipid radikal daha sonra molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek bir peroksilipid radikal olusturur. Yuksek reaktivitesi
nedeniyle HO' ¢ift baglara baglanarak veya sistemden bir hidrojen atomu ayirarak

poliansatiire yag asitleriyle reaksiyona girer ve karbon merkezli bir radikal olusturur.

o Tlerleme: Peroksilipid radikal, lipid molekiliniin baska bir poliansatiire yag
asidi ile reaksiyona girerek lipid hidroperoksit ve lipid radikal olusturur. Lipid
hidroperoksit radikaller bagka bir lipid molekiiliinden hidrojen atomu ayirma

yeteneginde olduklarindan, lipid peroksidasyonunun ilerlemesine neden olmaktadirlar.

. Sonlanma: Serbest radikallerin uzaklastirildigi asamadir. Iki radikal birleserek

radikal olmayan bir iirlin olusturmakta ve zincir reaksiyonu sonlanmaktadir.

Alkoksil ve peroksil radikaller hidrojen atomlar1 ayirarak lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu stimile edebilmektedirler. Ayrica lipid hidroperoksit redikte metallerin
veya askorbatin varliginda reaktif aldehit rtinlere (malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-2-
nonenal (HNE), 4-hidroksi-2-hekzenal) parcalanabilmektedir. MDA, polienik yag
asitlerinin  peroksidatif pargalanma iriiniidiir ve doku diizeyindeki artig lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipidlerin peroksidasyonu
membran biitlinliiglinii bozarak akiskanlik ve permeabilitede degisime, membrana bagh
enzimlerin inhibisyonuna neden olmaktadir (Horton ve Fairhurst, 1987; Wagner vd.,
1994).

1.3.2. Norotoksisite

Asetilkolinesteraz, norotransmitter asetilkolinin inaktif Grlinleri olan kolin ve asetik

aside hidrolitik par¢alanmasindan sorumludur (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Asetilkolinin hidrolitik pargalanmasi
(http://www.atsdr.cdc.gov/csem/cholinesterase/images/acetylcholinesterase.png)

Asetilkolin  fizyolojik olarak 6nemli ndérotransmitter ajanlardan biridir.  Sinir
impulslarinin  kolinerjik, sinaptik ve noéromuskiler baglantilarda efektor hiicrelere
transmisyonunundan sorumludur. Bir sinir impulsu parasimpatik bir nérona geldiginde
ve bir sinir sonuna ulastiginda, sinir ucunda vezikillerde depolanan asetilkolin sinaptik
veya noromuskiler baglantiya serbest birakilmaktadir. 2 ila 3 milisaniye icinde salinan
asetilkolin postsinaptik membranda asetilkolin reseptor bolgesi ile etkileserek sinir
lifinde veya kasta stimiilasyona neden olmaktadir. AChE, baglant1 noktasinda asetilkolin
derisimini azaltmakta ve sinir iletimini duzenleyici bir ajan olarak fonksiyon
gormektedir. Hidroliz iirtinleri kolin ve asetik asit postsinaptik membrani stimiile

etmemektedir (Fukuto, 1990).

AChE enziminin organofosforlu bir ester tarafindan inhibisyonu, AChE’nin
asetilasyonuna benzer sekilde enzimin aktif bolgesinde serin hidroksil kisminin
fosforillendigi kimyasal bir reaksiyonla meydana gelmektedir. Asetillenen enzim hizla
parcalanirken, fosforillenmis enzim oldukg¢a stabildir ve fosfor atomuna baglanan
gruplara bagli olarak geri doniisiimsiiz sekilde inhibe olmaktadir. Bir fosforil kismi ile

engellenen serin hidroksil grubu artik asetilkolin hidrolizine katilamaz (Fukuto, 1990).

Organofosforlu  bilesiklerin  toksisite mekanizmasi, enzimin aktif bdlgesinde
asetilkolinesterazin geri doniisiimsiiz inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu asetilkolin
akiimulasyonuna ve néromuskiler baglanti noktalarinda ve otonomik ve merkezi sinir
sistemlerinde kolinerjik reseptorlerin asir1 uyarilmasina neden olmaktadir. AChE
inhibisyonunun orani ve derecesi organofosforlu bilesiklerin yapisina ve metabolitinin
dogasina bagli olarak degismektedir. Genel olarak saf thion bilesikler orijinal

formlarinda kuvvetli inhibitorler degillerdir ve okson metabolitlerine metabolik
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aktivasyona (oksidasyona) ihtiya¢ duymaktadirlar (Paudyal, 2008).

[Ik inhibisyondan ve enzim-organofosforlu bilesik kompleksi olustuktan sonra, iKi

reaksiyon meydana gelebilmektedir (Sekil 1.4).

1- Enzimin kendiliginden reaktivasyonu meydana gelebilir ancak enzim
inhibisyonundan ¢ok yavastir ve saatler hatta giinlerce siirebilmektedir. Bu rejenerasyon
isleminin orani, organofosforlu bilesigin tiiriine baghidir. Genel olarak AChE-dimetil
organofosfat kompleksi bir giinden kisa siirede kendiliginden yeniden aktive olabilirken,
AChE-dietil organofosfat kompleksinin reaktivasyonu gunler alabilir. Yeni sentezlenen
enzimin yeniden inhibisyonu da meydana gelebilmektedir.

2- Zamanla, enzim-organofosfat kompleksi bir alkil grubu kaybeder ve aktive
edici ajanlara artik yanit vermez. Bu kademeli, zamana bagli islem “aging” (yaslanma)
olarak adlandirilmaktadir. Yaslanma orani pH, sicaklik ve organofosfat tiirline baglidir.
Kendiliginden reaktivasyon ne kadar yavas ise, yaslanma islemi i¢in mevcut inaktif
AChE miktar1 o kadar fazladir (Paudyal, 2008).

Fosforilasyon aging (dealkilasyon)
o) E (0] (0] [0}
Il | H' I |
E— OH+X—-P — OR E—0Q— P—OR—D‘E—O—P—OH]fﬁI*E—o—P—O'
) | | ) |
X- _—
R) (R) (R) Uriinler (R)
(a) (b) (c) () (e ®

Sekil 1.4. AChE fosforilasyonu ve fosforile enzimin dealkilasyonu. (a) serbest enzim,
(b) organofosfat, (c) kovalent fosforil eklentisi, (d) karbonyum arabilesik, ()
dealkilasyon driini (R-OH, R-turevli alkenler), (f) serinin monofosfat esteri (Masson
vd., 1997).

Karbamatl pestisitler de AChE’nin karbamilasyonu yolu ile enzimin aktivitesini inhibe
etmektedirler. Organofosforlu pestisitlerin aksine, karbamatlar etki gostermek igin
biyolojik aktivasyona ihtiya¢ duymadiklarindan dogrudan inhibitorler olarak
smiflandirilmaktadirlar. Ayrica organofosfat-enzim kompleksinin aksine, karbamat
esterleri metabolik olarak hidroliz edilerek enzim aktivitesi yeniden kazanilmaktadir. Bu

nedenle karbamathi pestisitlerin neden oldugu kolinesteraz inhibisyonu geri
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doniistimlidir (Manahan, 2001).
1.3.3. Hematolojik Parametreler

Kan hicrelerinin hayati fonksiyonlar1 ve kan dokusunun toksik maddelere duyarliligi,
hematopoetik sistemi hedef doku haline getirmektedir. Ksenobiyotik etkisinde kan
hiicrelerinde ve onlarin prekirsorlerinde dogrudan veya dolayli olarak meydana
gelebilecek hasarin sonuglari hayat1 tehdit edicidir (Klaassen, 2001). Hematolojik
parametreler kimyasal stresorlere yanitlarinda spesifik degildirler. Ancak arastirilan
organizmanin genel fizyolojisi ve saglik durumunu gosterdiginden etki degerlendirme

calismalarinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Van der Oost vd., 2003).
1.3.3.1. Tam Kan Sayim

Kan dolagiminda bulunan hiicreler {i¢ tiirdiir: kirmiz1 kan hiicreleri (eritrositler), beyaz
kan hucreleri (I6kositler) ve platelet (trombositler). Anormal bi¢imde yiiksek veya diisiik
sayilar farkli hastalik formlarimin varligini gosterebilmektedir. Bu nedenle kan testleri
toksik madde uygulanan organizmanin genel saglik durumunun izlenmesinde, anemi ve
enfeksiyon gibi durumlarin tanisinda siklikla uygulanmaktadir. Tam kan sayiminda

belirlenen parametreler:

- Eritrosit (RBC) sayisi: Eritrositler buyiuk oranda hemoglobin igerirler.
Hemoglobin molekiillerine akciger ve solungaglarda oksijen baglanarak, dokulara
oksijen taginmaktadir. RBC sayisinin diisiik olmasi anemik durumun gostergesidir,
dokular ihtiyag duyduklari oksijeni alamazlar. Yiiksek RBC sayisi polisitemi
gostergesidir. Hemoglobin oranit ayni kalmakta ancak dolasimdaki eritrosit sayisi

artmaktadir.

- Eritrosit indeksleri: Ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit
hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit hemoglobin derisimi (MCHC)’dur. MCV,
kirmizi1 kan hiicrelerinin boyutunu gosterir. MCH degeri ortalama bir kirmizi kan
hiicresinin hemoglobin miktaridir. MCHC eritrosit hemoglobin konsantrasyonunun

yuzde olarak ifadesidir. Bu degerler farkli anemi tiirlerinin tanisinda kullanilmaktadirlar.

- Lokosit (WBC) sayisi: Lokositler viicudu enfeksiyona karsi korurlar. WBC
say1s1 enfeksiyonun, kimyasala karsi alerjik yanitin ve 1dsemi gibi ¢ok sayida durumun

belirlenmesinde kullanilmaktadirlar.
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- Trombosit sayisi: Pihtilasmay1 saglayan hiicrelerdir. Koagiilasyon sistemi ve

hemostaz bozukluklarinin degerlendirilmesinde kullanilir.

- Hemoglobin (Hb): Kandaki toplam hemoglobin miktarin1 gésterir. Anemi, kan

kaybi, polisitemi v.b. durumlarin degerlendirilmesinde kullanilir.

- Hematokrit (HCT): Kandaki hemoglobin ve eritrosit miktarini gosterir. Bir
bagka ifadeyle kanin sekilli elemanlarinin tiim kana oranidir. Hematokrit ve hemoglobin
degerleri anemi veya polisitemi durumlarinin arastirilmasinda kullanilmaktadir (Mazza,

2002).
1.3.3.2. Biyokimyasal Kan Parametreleri

Aminotransferazlar bir amino asitin amino grubunu, koenzimin (pridoksal fosfat)
pridoksal kismina transfer ederek, pridoksamin fosfat olusturmak suretiyle fonksiyon
gostermektedirler. Koenzimin pridoksamin formu, daha sonra aminoasit olusturmak
tizere a-keto asit ile reaksiyona girmekte ve koenzimin orijinal aldehit formunu yeniden
olusturmaktadir. Alanin aminotransferaz (ALT, EC 2.6.1.2), 6nceki adi ile glutamat
pirtivat transaminaz, bircok dokuda bulunmakta ve alaninin amino grubunun o-
ketoglutarata transferini katalizleyerek piriivat ve glutamat olusturmaktadir. Reaksiyon
geri doniistimliidiir. Ancak aminoasit katabolizmasi sirasinda enzim glutamat sentezinde

fonksiyon gérmektedir (Champe vd., 2005).
L- glutamat + piriivat < a-ketoglutarat + L- alanin (1.12)

Aspartat aminotransferaz (AST, EC 2.6.1.1), ilk adi ile glutamat oksaloasetat
transaminaz, aminoasit katabolizmasi sirasinda glutamatin amino gruplarini
oksaloasetata transfer ederck aspartat olusturmaktadir. Katalizlenen reaksiyon geri

doniisimliidiir.
L-aspartat + 2-oksoglutarat < oksoloasetat + L-glutamat (1.13)

Aminotransferazlar intraselluler enzimlerdir ve yiksek serum duzeyleri bu enzimlerce

zengin olan hiicrelerde hasar oldugunun gostergesidir. Serum ALT ve AST aktiviteleri

hepatoselliiler hasarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bircok dokuda

bulunmakla birlikte, hepatositlerdeki konsantrasyonlar1 digerlerine gore ¢ok yiiksektir.

Bu nedenle membran permeabilitesini degistiren bir durumda enzim serum igine

sizmaktadir. Karaciger hastaliklarinda ALT, AST enzimine gore daha spesifik
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olmakla birlikte, karacigerdeki derisimi daha yiiksek oldugu i¢in AST daha duyarlidir
(Champe vd., 2005).

Alkalen fosfataz (ALP, EC 3.1.3.1), ¢inko ve magnezyum iyonlar1 varliginda alkali
pH’da fosfat esterlerinin birgok tiriini hidroliz eden bir metalloenzimdir.

Ortofosforik monoester + H,O — Alkol + Pi
(1.14)

Baglica karaciger ve kemikte bulunmaktadir. Serum ALP aktivitesi akut ve kronik
karaciger hastaliklarinda artabilir. ALT ve AST enzimlerinin aksine, ALP aktivitesinde
artis hasarli hiicreden sizma yoluyla olmamaktadir. Safra akisinin engellenmesi, hepatik
ALP de novo sentezini uyarmakta ve yeni sentezlenen enzim dolasima katilmaktadir

(Kaneko vd., 1997).

Pestisitlerin karbohidrat metabolizmasinda yer alan karaciger enzimlerinin aktivitelerini
etkileyerek glikojen rezervlerini ve serum glukoz dizeylerini, protein sentezini
etkileyerek protein miktarin1 degistirebilecegi bildirilmistir (John, 2007; Sancho vd.,
2000). Bu nedenle karakteristik olarak en sik degisen biyokimyasal kan parametreleri
glukoz ve protein, test organizmasinin genel saglik durumunun ve metabolik

dizensizliklerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Neff, 1985).
1.3.4. Endokrin Parametreler

Endokrin sistem, 6zellesmis bezlerden ¢ok diisiik miktarlarda salgilanarak kan dolagimi
ile hedef organ(lar)a tasinan organizmanin duzenleyici, blylme-gelisme, homeostatik
mekanizmalarmi etkileyen hormonlardan olugmaktadir. Organizmada hormonlarin
dengesi (homeostazis) fonksiyonel duzensizlikleri engellemek icin gerekmektedir
(Lintelmann vd., 2003).

Endokrin bozulmasi hormonlarin iiretimi, salinmasi, tasinmasi, metabolizmasi veya
giderilmesini degistiren eksojen bir ajanin faaliyeti olarak tanimlanmaktadir (EPA,
1997). Endokrin bozucu kimyasallar dogal ve sentetik hormonlari, pestisitleri, plastik
endiistrisinde kullanilan monomerleri ve katki maddelerini, deterjan bilesenlerini,
pargalanma tiriinlerini ve kalic1 ¢evresel kirleticileri igermektedir. Pestisitlerin gonad
gelisimini baskilayarak (Singh ve Canario, 2004), serum seks steroid dizeylerini
degistirerek (Maxwell ve Dutta, 2005) ve feminizasyon (Leanos-Castaneda vd., 2007)
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yoluyla baliklarda endokrin bozucu etki gosterdikleri bilinmektedir.

Endokrin bozucularin etki mekanizmalarindan biri agonistik veya antagonistik etki
gostererek hormon reseptorleri ile dogrudan etkilesimlerdir. Eksojen agonist, reseptore
dogal substrat1 gibi baglanarak, reseptoriin aktivasyonu yoluyla endojen hormon ile ayni
etkilere sebep olabilmektedir. Antagonistik mekanizmada, reseptor aktive
edilemediginden hormon yanitlar1 antagonist tarafindan engellenmektedir. Reseptoriin
inhibisyonu rekabet¢i oldugunda reseptér tamamen inaktif hale getirilmekte, rekabetci
olmadiginda reseptOr tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlar yavaglatilmaktadir.
Kimyasallar hormon metabolizmasim1 farkli yollarla etkileyebilmektedirler. Onemli
enzim Kkatalizli reaksiyonlarin inhibisyonu ve indiksiyonu ile hormon Gretimi
degistirilebilmektedir. Belirlenen degisime goOre etki 06strojenik-androjenik veya
antiostrojenik-antiandrojenik olarak nitelendirilebilmektedir. Lipofilik bilesiklerin gok
az bir kism1 kanda serbest halde, ¢gogu albumin ve globulinler gibi 6zel hormon tasiyici
proteinlere bagli halde bulunmaktadir. Seks steroidler ile tasiyici proteinlerin baglanma
bolgesi icin rekabet eden kimyasallar serbest ve dolayisi ile etkili hormon dizeyini

arttirabilmektedirler (Lintelmann vd., 2003).

Baliklarda endokrin sistem, viicutta lokalize olan c¢ok sayida biyolojik islemi
diizenlemek iizere, hormonlar1 sentezleyen ve salgilayan bezlerden olusur. Tiroid bezi
baligin sicaklik degisimlerine ve ozmotik strese adapte olmasini saglayan tiroksin (T4)
ve triiyodotironin (T3) hormonlari salgilar. Hipofiz bezi biiyiime, ozmoregilasyon, lipid
metabolizmasi, reprodiiktif gelisme ve davranisi etkileyen ayni zamanda diger endokrin

bezleri de kontrol eden ¢ok sayida hormon salgilar (Bone vd., 1995).

Steroid hormonlar doért hidrokarbon halkasindan olusan sabit yapilardir ve ortak
prekiirsor olan kolesterolden farkli steroidojenik enzimlerce katalizlenen bir seri
biyolojik asama ile sentezlenmektedir. Kolesteroliin i¢ mitokondri memranina transferini
diizenleyen protein steroid sentezinde anahtar diizenleyici agsama olan steroidojenik akut
duzenleyici proteindir (StAR). Kolesterol P4so enzimi ile 21 karbonlu bir steroid olan
pregnenolona doniistiiriilmektedir. Pregnenolon daha sonra bir seri izomerizasyon ve
hidroksilasyon reaksiyonu gecirerek C-21 steroid hormonlar progestin ve
glukortikoidleri olusturmaktadir. 17a-hidroksiprogesteron androjenlere (C-19 steroidler)
doniistiiriilmektedir. Androjenler daha sonra aromataz enzim (P50 arom) ile dstrojenlere

(C-18 steroidler) cevrilmektedir. Seks steroidler ovaryumda teka ve granilosa

18



hlcrelerinde, testislerde Leyding veya interstitial hiicrelerde tiretilmektedir. Karaciger ve
hipotalamus gibi uzak hedef dokular ile gonadlarda spefisik reseptorlere baglanarak
endokrin ve parakrin etki gostermektedirler (Thomas, 2008). Baliklarda testosteron (T)
her iki eseyde de bulunur. Disi baliklarda baslica seks steroid olan estradiol geligsen oosit
folikiillerinde {iretilir. Estradioliin rolii yumurta sarist Oncii lipofosfoprotein olan
vitellojen sentezi icin karacigeri stimiile etmektir. Sentezlenen vitellojen daha sonra
gelisen oosite katilir ve gonad agirhigindaki temel artistan sorumludur. Erkek baliklarda
karacigerde estradiol reseptorleri bulunur ve normalde estradiol bulunmamasina ragmen,

Ostrojenik maddelerce vitellojen sentezi uyarilabilir (Kime, 2001).

Ostrojen, 17p-estradiol ve testosteron gibi seks steroidler ve stres steroid olan kortizol,
cevresel Kkirleticilerin uygulanmasini takiben anormal endokrin fonksiyonunun
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Seks ve stres steroidlerin serumdaki konsantrasyonlari
uc faktore baghdir; sentez, baglayici proteinlerce plazmada depolanma ve hepatik
parcalanma. Sentez, hipotalamus-hipofiz (H-P) ekseni hormonlarinin kontrolii altindadir.
Dolayisiyla steroid taklitlerin veya antagonistlerin varligi H-P ekseninde son (rin
mekanizmasini etkileyerek serum steroid derisimlerini degistirebilmektedir. Seks
hormon baglayan proteinler seks steroid stimiilasyonunu takiben karacigerde
sentezlenmekte ve Ostrojen ve androjenlere karsi yiiksek afinite gostermektedir. Bu
proteinler plazmadaki serbest hormon miktarin1 azaltarak steroid hormonlarin hiicreye
girisini sinirlandirmaktadir. Baglanma proteinlerine bagli olan steroidler hepatositlerce
parcalanmamaktadir. Steroid agonistleri veya antagonistleri serum baglanma
proteinlerinin sentezini degistirerek steroid parcalanma aktivitesini de etkilemektedirler.
Steroidler hepatositler tarafindan parcalandigindan bu aktiviteden sorumlu olan
enzimdeki degisim dolasimdaki steroid konsantrasyonunu degistirmektedir (Guillette

vd., 1999).

Memelilerde adrenal kortekse karsilik gelen interrenal bez baliklarda kortikosteroid
hormonlar1  (C-21  steroidler) salgilamaktadir.  Kortizol, baliklarda temel
kortikosteroiddir. Glukokortikoid ve mineralokortikoid hormon olarak fonksiyon
gorerek ara metabolizmay1 ve elektrolit dengesini diizenlemektedir. Glukoneogenezis ile
karacigerden glukoz biyosentezinin diizenlenmesinde Onemlidir. Cesitli kirleticilerin
etkisinde kortikosteroid homonlarda hizli bir artis meydana gelmektedir. Kisa siireli
ksenobiyotik etkisinde, metabolik rezervlerin iiretiminin arttirilmasi gibi hayatta kalmak

icin ¢ok onemli olan adaptif yanitlar1 diizenlemektedir. Ancak kortizol seviyesinin
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kirletici etkisinde uzun siireli indiiksiyonu reprodiiktif ve immiin fonksiyonlar
bozabilmekte ve protein katabolizmasin1 stimiile ederek gelisimi olumsuz

etkileyebilmektedir (Thomas, 2008).
1.3.5. Organosomatik Indeks

Organosomatik indeksler doku agirliginin vicut agirligina oranmidir ve uygulanan
ksenobiyotigin hedef organdaki toksik etkileri ile dogrudan iliskili olduklarindan
biyomarkir olarak kullanilmaktadirlar. Hepatosomatik indeks (HSI) stres durumunda
degisebilmekte ve karacigere toksik olan maddeler i¢in gosterge olarak kullanilmaktadir.
Ksenobiyotik detoksifikasyonunu maksimum diizeye c¢ikarmak i¢in karacigerin
boyutunun arttigi, buna karsin glikojen miktarinin yuksek metabolik aktivite nedeniyle
azalmast sonucu hacim olarak kiiciildiigii bilinmektedir. HSI ayrica yetersiz
beslenmeden de etkilenmektedir. Gonadosomatik indeks (GSI) Ostrojenik aktiviteye
sahip kirleticiler i¢in uygun bir biyomarkirdir. Gonad gelisimi ve yumurtlamanin genel
Olcsl olarak kabul edilmekte ve reprodiiktif alanin bir pargasi olarak kullanilmaktadir.
Ciinkii endokrin bozucu maddelerin bazi tiplerine yanit olarak relatif gonad kiitlesinde

azalma meydana gelebilir (Di Guilio ve Hinton, 2008).
1.3.6. Davranis

Davranisg, organizmalarin gelisimsel sagligini etkileyen genetik, biyokimyasal, fizyolojik
ve gevresel Ozellikleri birlestirmektedir. Bu nedenle laboratuarda 6lgiilebilecek hiicresel
islemler ile kirleticilere karsi ekolojik yanitlar arasinda bir baglanti saglamaktadir

(Newman ve Unger, 2002).

Kirletici bilesenin engellenmesi, beslenme faaliyetinde degisiklikler, ireme ve ylizme
gibi cesitli davraniglar kimyasal uygulamasi sirasinda degerlendirilebilmektedir. Bu
davranigsal yanitlar viicut fonksiyonlarindaki i¢ diizensizliklerin gostergesi ve genellikle
biyokimyasal, morfolojik veya fizyolojik sorunlarin toplam etkisidir. Bu nedenle akuatik
organizmalarda toksik madde stresinin ekolojik olarak onemli ve duyarli bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Di Giulio ve Hinton, 2008).

1.3.7. Genotoksisite

Genotoksisite genetik materyal DNA’nin yapisinda veya fonksiyonunda meydana

getirilen toksik modifikasyonlar olarak tanimlanmaktadir. Baz kaybi, reaktif oksijen
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tirlerle oksidasyon veya DNA eklentisi olusumu yoluyla baz yapisinda modifikasyon
meydana gelirken; DNA hasar1 UV 1s181min etkisi, DNA ipliklerinin ¢apraz baglanmasi,
DNA ve proteinler arasinda ¢apraz baglanma veya iplik kirigi yolu ile olusmaktadir.
DNA hasarmin c¢evresel kirleticilerin genotoksik ozelliklerinin degerlendirilmesinde

yararli bir parametre oldugu kabul edilmektedir (Efferth ve Kaina, 2008).

Metabolik islemler sirasinda hiicre iginde meydana gelen endojen veya eksojen kaynakl
ajanlarin DNA ile etkilesimi farkli DNA hasar tiirlerinin olusumu ile sonu¢lanmaktadir.
Replikasyon sirasinda meydana gelen hatalar, yanlis ya da hasarli niikleotidlerin
eklenmesi veya DNA bazlarinda kimyasal degisimler endojen kaynaklarla DNA
hasarma Ornektir ve hiicrede toksik ve mutajenik sonuglari vardir (Shaughnessy ve

DeMarini, 2009).

Normal areobik metabolizma sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirleri niikleus ve
mitokondri DNA’sina hasar verebilmektedir. Superoksit radikal (O,7) ve H,0;’nin
reaktivitelerinin diisilk olmasina ve DNA’ya daha az zarar vermelerine ragmen, HO'
prekirsorleri olarak 6nemli rol oynarlar. Ayrica, iretilen H;O, hiicrenin diger
bolumlerine difiize olabilir ve metal katalizli Fenton reaksiyonu ile asil iiretim
merkezinden uzak bir konumda HO" uretebilmektedir. Oldukga reaktif olan HO', timinin
metil grubundan ve 2-deoksiribozun C-H bagindan bir H atomu ayirarak DNA ile
reaksiyona girmektedir. Pirimidinin C5-C6 ¢ift bagina baglanma C5-OH ve C6-OH
eklenme radikalleri ve timinden H ayrilmasi allil radikali olusturur. Timin ve sitozin ile
etkileserek sitozin ve timin glikoller dahil ¢ok sayida iiriin vermektedir. Hidroksil
radikalin C4, C5 ve C8 konumlarinda guanin ve adenin rezidileri ile reaksiyonu, 8-
hidroksiguanin, 8-hidroksiadenin gibi hidroksillenmis ve deamine edilmis Triinler
olusturmaktadir. Reaktif tiirler ayrica hiicre membraninda fosfolipidlerle etkileserek
siklik DNA eklentileri olusturan reaktif aldehitlerin (MDA, 4-HNE) Uretilmesine neden
olmaktadirlar. Lipid peroksidasyonu sonucunda endoplazmik retikulumun pargalanmasi
sitoplazmaya Ca* tyonlarmin gegcisi ile sonuglanmakta ve Ca* bagimli endontikleazlar

aktive etmektedir (Cooke vd., 2003; Hermes-Lima, 2004).

DNA, elektrofilik alkilleyici ajanlarla kolayca reaksiyona giren elektronca zengin
atomlara sahiptir. Alkilleyici maddeler metil, etil ve alkil gruplarini DNA’da elektronca
zengin atomlara transfer ederler. Alkilasyon baz halkasinin disinda azot ve oksijen

atomlarinda, baz halkasinda deoksiriboza bagli olanlar disinda kalan azot atomlarinda ve
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fosfat gruplarinda koprii olugturmamis oksijen atomlarinda meydana gelmektedir.
Alkilasyon hasarinin sonuglar1 toksisite, mutajenisite ve klastojenisitedir (Tropp, 2008).
Organofosforlu bilesikler reaktif oksijen tiirleri kaynagi olmalarinin disinda, alkilleyici
Ozelliklerinden dolayir DNA’ya hasar verebilen c¢evresel kirleticiler arasinda yer

almaktadir (Yaduvanshi vd., 2010).

Cogu organik ksenobiyotik metabolik aktivasyon sonucu niikleik asitlere veya
proteinlere baglanarak kovalent eklentiler olusturan elektrofilik metabolitlere
doniismektedirler. DNA eklenti olusumu DNA ’nin bazlarindan biri ile kimyasal arasinda
dogrudan bir kovalent baglanmay1 gostermektedir. DNA eklentileri onarilmazsa veya
DNA replikasyonundan 6nce yanlis onarilirsa, gen mutasyonlarina neden olabilir ve

karsinogenezisi baslatabilirler (Snodgrass, 2001).

Genotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan yontemler, mevcut kirleticilerin ayrintili fiziksel
ve/veya kimyasal Ozelliklerine gereksinim duymadan genotoksik etkiyi belirleme
avantajina sahiptirler. Dogrudan DNA iplik kiriklarin1 veya sonrasindaki degisimleri
belirleyen testler yaygin olarak kullanilmaktadir. Iplik kiriklarmin belirlenmesinde
kullanilan ilk yontemler santrifiij, filtreleme veya alkali sartlarda DNA ¢ift ipliginin
ayrilmasi ve floresan boya ile boyanmasina dayanmaktadir. Alternatif yontemler kardes
kromatid degisimleri ve mikroniikleus testi gibi sitogenetik prosediirleri kapsamaktadir.
Kardes kromatid degisimi analizi, DNA iplik kirigin1 takiben kardes kromatidler
arasinda kromozomal fragmentlerin degisimini belirleme yetenegindedir. Mikroniikleus
testi hlicre Dbolinmesinden sonra kardes niikleuslara dahil olmayan kromozom
fragmentlerini veya tiim kromozomlarin belirlenmesine dayanmaktadir. Bu tip bir hasar

¢ekirdek disinda bir mikroniikleus olusumu ile sonug¢lanmaktadir (Frenzilli vd., 2009).

DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan en yaygin yontemlerden biri tek hiicre jel
elektroforezi (comet) analizidir. ilk defa 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen teknik, 1988 yilinda Singh vd. (1988) tarafindan modifiye edilerek alkali
(pH>13) lizing kosullarinda uygulanmistir. Analiz (a) genotoksik hasarin tek hiicre
seviyesinde belirlenmesi, (b) ¢cogu Okaryot hiicre tipinin analize uygun olmasi, (c)
gerekli olan hiicre sayisinin az olmasi, (d) disiik maliyet, (e) uygulama kolaylig1 ve (d)
iplik kiriklarinin belirlenmesinde kullanilan diger yontemlere gore daha hizli ve duyarh

olmasi gibi avantajlara sahiptir (Tice vd., 2000).

Farkli derecelerdeki hasar1 gosteren cometleri insan gézii kolaylikla ayirt eder. Gorsel

22



degerlendirmeye gore cometler DNA go¢ uzunluguna gore 5 kategoride tanimlanir (0-4).

Siniflandirma cometlerin goriiniimiine gore asagidaki gibi gergeklestirilir:

- Parlak baslt objeler ve goriinmeyen kuyruklar 0 kategorisine girer (kuyruksuz

spot seklindeki goriintiiler),

- Cok kiiciik baghi cometler ve uzun daginik kuyruklar 4. kategoriye girer, 0-4
kategorileri arasinda yer alan cometler kolaylikla ayirt edilebilecek sekilde 1, 2 ve 3
kategorilerinde yer alir (Sekil 1.5). Sayma islemi i¢in her lamdan rastgele 100 comet
secilir ve her birine i¢inde bulunduklar1 kategoriye gore bir deger verilir (0, 1, 2, 3 veya
4).

0 1 2

3 4

Sekil 1.5. Gorsel analizde comet kategorileri (Dinger ve Kankaya, 2010).

Gorsel degerlendirmeye ek olarak, floresan yogunluguna dayanan bilgisayarl goriintii
analiz sistemlerinin gelistirilmesi, %H-DNA ile % T-DNA (bas ve kuyruk kismindaki
DNA yuzdesi), kuyruk uzunlugu (TL, um), komet uzunlugu (LC, pm), kuyruk momenti
(TM, %T- DNA x TL, um) ve Olive kuyruk momenti (OTM, bas kisminin merkezi ile
kuyruk kisminin merkezinin arasindaki mesafe farkinin % T-DNA ile ¢arpiminin 100’e
boliinmesi ile elde edilen degerdir, arbitrary birim) gibi parametlerin belirlenmesi
yoluyla DNA hasarinin daha hassas diizeyde analiz edilmesine olanak saglamistir
(Dikilitas vd., 2009).

Bu tez calismasi ile arastirma kimyasali organofosforlu insektisit dimethoate’nin O.

mykiss dokularinda doz ve siireye bagli olarak oksidatif, norotoksik, hematolojik,
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genotoksik etkileri ile endokrin bozucu potansiyeli ilk defa birlikte arastirilarak,
kirleticinin toksisitesi hakkinda daha fazla bilgi saglanmasi1 ve dokuya 6zgii yanitlarin
tartisilmas1 amaglanmistir. Oksidatif stres ve norotoksisite ¢aligmalar1 karaciger ve beyin
dokularinda antioksidan enzimler ile lipid peroksidasyonu ve AChE enzim
aktivitelerinin saptanmasiyla arastirillmistir. Hematolojik etkilerin belirlenmesinde tam
kan sayimi ve biyokimyasal kan parametreleri degerlendirilmistir. Pestisitin endokrin
sisteme etkisi steroid hormonlarin plazma diizeylerinin arastirilmasi ile yiiriitiilmustiir.
Kan 6rneklerinde test derisimlerinin in vitro uygulanmasiyla comet analizi kullanilarak

DNA’ya olan etkisi belirlenmistir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Pestisit kullanimiin zararlilarin kontrol edilmesinde yaygin olarak tercih edilen bir
yaklasim olmasina ragmen, bu tip kimyasallarin ¢cevredeki diger tiirlere de toksik oldugu
bilinmektedir. Gelisigiizel pestisit kullaniminin neden oldugu ¢evre kirliligi ve hedef
olmayan organizmalar igin toksik riskleri dinya genelinde ilgi bulan bir konudur (Rao,
2006).

Cevre i¢in tehdit olusturan antropojenik ve dogal orijinli tiim kirleticilerin izlenmesi
miimkiin degildir. Sucul ortamin genel kalitesini degerlendirmek adina, organizmalarda
kirletici  etkisinde fizyolojik degisimleri  gosteren biyokimyasal yanitlarin
degerlendirilmesi daha verimli bir yaklasimdir. Biyomarkirlar, organizmalarin saglik
durumunu degerlendirmek ve g¢evresel risklere dair erken uyar1 sinyallerini elde etmek
icin kullanilmaktadir (Payne vd., 1987). Toksik maddenin organizmaya girdigini,
dokular arasinda dagitildigini ve kritik hedef bdlgelerde toksik etkiye yol actigini
kanitlayan duyarli gostergelerdir (McCarthy ve Shugart, 1990).

Sucul organizmalar, karasal canlilara kiyasla kirletici maruziyetine ve toksisiteye daha
duyarhdirlar. Bu agidan kirletici kaynakli oksidatif stres, genotoksisite ve endokrin
bozulmast gibi olumsuz etkilerin hangi mekanizmalarla meydana geldiginin ve
sonuglarinin  degerlendirilmesinde  model  sistemler olarak  deneysel  veri
saglayabilmektedirler (Lackner, 1998). Kimyasallarin siniflandirilmasi ve g¢evresel risk
degerlendirmeleri i¢in akuatik toksisite ¢alismalar1 genel olarak baliklar, kabuklular ve
sucul bitkilerde yapilan toksisite test verilerine dayanmaktadir (UNECE, 2004). Baliklar
besin zincirindeki rolleri, toksik maddeleri biriktirme 6zellikleri ve diisiik derisimde
kirleticilere yanit verebilmeleri nedeniyle ekotoksikolojik ¢aligmalarda genellikle
kullanilmaktadirlar. Baliklarin test organizmasi olarak kullanildigi toksisite ¢aligmalari
laboratuarda veya arazide yiiriitiilebilmektedir ve bireysel organizma temel caligma
birimidir. Belirlenen protokoller ile baliklarla laboratuar testleri standart hale

getirilmistir ve arazi testlerindeki cevresel degiskenler nedeniyle kontrollii ortamda
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yiiriitiilme avantajina sahiptir (Rand, 2008).

Pestisitlerin neden oldugu c¢evre kirliligi baliklarda fizyolojik ve biyokimyasal
degisimlere neden olmasinin yani sira lireme ve metabolizma gibi fonksiyonlar1 da
etkileyebilmektedir (Braga da Fonseca vd., 2008). Farkli pestisit gruplarinin, baliklarda
neden olduklart olumsuz etkilerin akut ve kronik uygulamalar ile arastirildigi ¢aligma

ornekleri alt basliklar halinde verilmektedir.
2.1. Oksidatif Stres

Pestisitlerin serbest radikal olusumuna neden olduklari bilinmektedir. Bu nedenle farkli
balik tiirlerinde pestisit indiiklii toksisitenin biyomarkirlari olarak antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimlerin ve lipid peroksidasyonunun doku spesifik incelendigi

arastirmalar bulunmaktadir.

Organofosforlu pestisit dichlorvos’un C. carpio ve Ictalurus nebulosus Lesueur, 1819
karaciger, bobrek, solungag, kas ve beyin dokularinda antioksidan enzimler ve diger
oksidatif ve redoks parametrelere etkisi arastirilmistir. C. carpio’da SOD aktivitesi
karaciger ve beyin dokularinda, GPx aktivitesi beyin dokusunda ve CAT aktivitesi
karaciger ve bobrek dokularinda indiiklenmistir. I. nebulosus’ta SOD karaciger ve kas
dokularinda artmis, GPx ve CAT aktiviteleri sadece karaciger dokularinda indiiksiyon
gostermistir. C. carpio beyin dokusunda pestisit uygulamasi sonrast lipid
peroksidasyonunda belirlenen azalma, diisiik O, ve HO diizeyleri ile agiklanmistir.
Aragtirmacilar dichlorvos’un AChE inhibisyonuna ek olarak, oksidatif stres i¢in
karakteristik degisiklikleri de indiikledigini ve I. nebulosus’un C. carpio’ya gore bu

degisimlere daha duyarligini oldugunu bildirmislerdir (Hai vd., 1997).

Sayeed vd. (2003) Channa punctatus Bloch, 1793 dokularinda deltamethrin indiiklii
oksidatif stres ve bunun antioksidan enzimlere etkisini arastirmiglardir. Denemelerde
pestisitin 96 saat LCsy degerininl/2’si olan 0.75 pg/L, 48 saat siireyle uygulanmigtir.
Calisilan tiim dokularda lipid peroksidasyonun istatistiksel olarak énemli diizeyde arttig1
belirlenmis ve karaciger, bobrek ve solungac dokular i¢in artig sirasiyla %39, %21 ve
%182 olarak saptanmistir. Karaciger ve bobrek dokularinda GPx aktivitesinin arttigi,
solunga¢ dokusunda ise azalma gosterdigi bildirilmistir. CAT aktivitesinde karaciger,
bobrek ve solunga¢ dokularinda sirasiyla %45, %43 ve %33 azalma oldugu

belirtilmistir. Pestisit absorbsiyonunda temel bolge olmasi ve diisiik antioksidan
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kapasitesi nedeniyle solunga¢ dokusunun diger dokulara gore daha duyarli oldugunu

belirtmislerdir.

Tek doz, 96 saat uygulanan metil parathion’un Brycon cephalus Ginther, 1869
karaciger, kas ve solunga¢ dokularinda CAT, GPx ve SOD enzim aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonuna etkileri aragtirllmistir. SOD aktivitesinde karaciger, kas ve solungag
dokularinda siras1 ile %34, %38 ve %28 artis oldugu ve CAT aktivitesinin sirasiyla
%101, %154 ve %34 oraninda indiiklendigi saptanmistir. Karaciger dokusunda GPx
aktivitesinde Onemli bir degisim gozlenmezken, kas ve solunga¢ dokularinda %36 ve
%30 azalma belirlenmistir. Lipid peroksidasyonu solunga¢ ve kas dokularinda %67 ve
%102 artmis, hepatik lipid peroksidasyonunda onemli bir degisim gozlenmemistir.
Aragtirmacilar, metil parathion’un oksidatif stresi indiikleme potansiyeline sahip
oldugunu ve arastirilan parametrelerin  biyomarkir olarak kullanilabilecegini

belirtmislerdir (Monteiro vd., 2006).

Peixoto vd., (2006) herbisit oxyfluorfen’in Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758
karaciger dokusunda antioksidan enzim aktivitelerine etkisini aragtirmiglardir. Pestisitin
0.3 ve 0.6 mg/L derisimleri 7, 14 ve 21 giin siire ile uygulanmigtir. CAT aktivitesinin
uygulamanin 21. giinii 0.6 mg/L derisim disinda, tiim gruplarda arttig1 saptanmistir.

SOD aktivitesinde ise tiim derisimlerde ve siirelerde 6nemli bir inhibisyon belirlenmistir.

O. mykiss karaciger, solungag ve kas dokularinda antioksidan enzimlerin akut metil
parathion ve diazinon uygulamasina yanitlari arastirilmigtir. Derigimler 0.5 ve 1 mg/L
olarak belirlenmis ve denemeler 24, 48 ve 72 saat siirdiiriilmiistiir. Birlikte uygulanan
pestisitlerin karaciger ve kas dokularinda MDA miktarinda artisa neden oldugu, SOD ve
GPx aktivitelerinin ise uygulama siresince artan ve azalan biciminde dalgalanma
gosterdigi bulunmustur. Yiiksek MDA miktarinin pestisit indiiklii serbest radikal
tiretiminden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Isik ve Celik, 2008).

Gambusia affinis Baird ve Girard, 1853 96 saat siire ile 297 pg/L chrlorpyrifos etkisinde
birakilarak pestisitin antioksidan enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonuna etkisi
aragtirtlmistir. CAT ve SOD aktivitelerinin sirasi ile %77 ve %71 oraninda inhibe
oldugu ve lipid peroksidasyonunun indiiklendigi bildirilmistir. Yapilan 20 giinliik
depurasyon c¢alismasinda enzim aktivitelerinin kontrol diizeyine geldigi ve lipid
peroksidasyonunda da 6nemli gerileme oldugu saptanmistir. Arastirmacilar yiiksek lipid

peroksidasyonu nedeniyle, reaktif oksijen tiirleri tarafindan indiiklenen hasarin
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chlorpyrifosun toksik etkilerinden biri olabilecegini ileri slirmiiglerdir (Kavitha ve Rao,

2008).

Dokuya oOzgii yanitlar1 degerlendirmek tizere Ballesteros vd. (2009) Jenynsia
multidentata Jenyns, 1842 beyin, solungag, karaciger, bagirsak ve kas dokularinda
endosulfan’in  GPx ve CAT aktiviteleri ile lipid peroksidasyonuna etkisini
arastirmiglardir. Endosulfan derisimleri 0.014, 0.072, 0.288 ve 1.4 pg/L olarak
belirlenmis ve 24 saat uygulanmistir. GPx aktivitesinin karaciger ve kas dokularinda
Oonemli oranda inhibe oldugu, solunga¢ dokusunda diisiik derisimde indiiklenirken
yiiksek derisimde azaldigi belirlenmistir. Beyin dokusunda diisiik derigimlerde bile GPx
aktivitesinde artis belirlenmis, bagirsaklarda yiiksek derisimlerde aktivitede Onemli
azalma saptanmistir. CAT aktivitesi sadece karaciger dokusunda analiz edilmis ve diistik
derisimde degisim olmazken yiiksek derisimlerde aktivitenin inhibe oldugu
belirlenmistir. Lipid peroksidasyonu karaciger dokusunda yiiksek derisimde, beyin
dokusunda uygulanan tiim derisimlerde O6nemli diizeyde artis gostermistir. Diger
dokularda lipid peroksidasyonunda onemli bir degisim gozlenmemistir. Arastirmacilar
oksidatif stresin endosulfan’in toksisite mekanizmalarindan biri olabilecegi ve beyin
dokusunun diger dokulara nazaran oksidatif hasara daha duyarli oldugu sonucuna

varmiglardir.

Modesto ve Martinez (2010), akut roundup uygulamasinin Prochilodus lineatus
Valenciennes, 1837 dokularinda biyokimyasal biyomarkirlara etkisini arastirmak iizere,
6, 24 ve 96 saat slire 10 mg/L pestisit uygulamast yapmislardir. Karaciger dokusunda
SOD aktivitesinde gecici bir azalma ve GPx aktivitesinde 6 ve 24 saatlerde énemli bir
azalma belirlenmistir. CAT aktivitesinde belirgin bir degisim olmazken, lipid
peroksidasyonunun tiim uygulama siirelerinde arttifi  saptanmistir. Roundup
uygulamasinin biyotransformasyonu stimiile ettigi ve enzim aktivitelerinde inhibisyonla

belirlendigi gibi antioksidan savunma sistemini baskiladig1 kanitlanmstir.
2.2. AChE Aktivitesi

Antikolinesteraz pestisitlerin akut toksisite mekanizmasi, AChE enzim aktivitesinin
biyomarkir olarak maruziyet ve etkinin aragtirilmasinda yaygin olarak kullanilmasina

neden olmustur.

Cirrhinus mrigala Hamilton, 1822 dokularinda fenvalerate’nin letal ve subletal
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derigimlerinin AChE aktivitesine etkisi aragtirilmistir. Pestisitin 96 saat LCsg degerinin
1/10’u olan 0.6 pg/L 1, 5, 10, 15 ve 20 giin siire ile uygulanmistir. Enzim
inhibisyonunun en fazla beyin dokusunda belirlendigi ve onu karaciger, solungag ve kas
dokusunun takip ettigi bildirilmistir. En yiiksek yiizde inhibisyon uygulamanin 4. giinii
beyin dokusunda %?22.7 ve minimum inhibisyon uygulamanmn 1. giinii solungag
dokusunda %0.75 olarak saptanmistir. Ortalama AChE inhibisyonunun beyin, karaciger,
kas ve solunga¢ dokularinda sirasiyla %13, %7.9, %6.2 ve %4 oldugu saptanmistir

(Mushigeri ve David, 2005).

Oreochromis mossambicus Peters, 1852 monocrotophos’un subletal derisiminin
etkisinde 30 giin siire ile birakilmis ve uygulama sonras1 7 giin depurasyon g¢alismasi
yapilmigtir. Pestisitin LCsp degerinin 1/10’u olan 1.15 mg/L test derisimi olarak
belirlenmis, uygulamanin 3, 7, 15 ve 30. gilinlerinde ve depurasyon calismasindan sonra
AChE aktivitesini belirlenmek {izere doku ornekleri alinmistir. Beyin, solungag¢ ve kas
dokularinda AChE enzim aktivitesinin uygulama siiresi ile paralel olarak azaldig
saptanmigstir. Belirlenen maksimum inhibisyon oranlar1 beyin, solunga¢ ve kas dokular1
igin sirastyla %65, %73 ve %66 olarak belirtilmistir. Yedi giin depurasyondan sonra
enzim aktivitesinin kontrol diizeyinin altinda oldugu, inhibisyon oraninin dokularda %9-

32 arasinda devam ettigi bildirilmistir (Rao, 2006).

Rhamdia quelen Quoy ve Gaimard 1824 dokularinda clomazone uygulamasinin AChE
aktivitesine etkisi arastirilmistir. Baliklar 12, 24, 48, 96 ve 192 saat siiresince 0.5 mg/L
ve 1.0 mg/L pestisit derisimlerinin etkisinde birakilmistir. Uygulama sonras1 192 saat
depurasyon calismasi uygulanmistir. Pestisit uygulamasimin her iki dokuda da yiiksek
derisimlerde enzim aktivitesinde 6nemli inhibisyona neden oldugu belirlenmis ve
inhibisyon yiizdeleri beyin ve kas dokular1 i¢in sirastyla %47 ve %45 olarak verilmistir.
Depurasyon periyodunda aktivitenin biiyilkk oranda geri kazanildigi bildirilmistir

(Crestani vd., 2007).

Braga da Fonseca vd. (2008) herbisit 2.4-D’nin Leporinus obtusidens Valenciennes,
1836 dokularinda AChE aktivitesine ve metabolik parametrelere etkisini aragtirmiglardir.
Baliklar 96 saat siire ile pestisitin 1 ve 10 mg/L derigimlerine maruz birakilmigtir. AChE
aktivitesinin kas dokusunda her iki uygulama derisiminde de 6nemli oranda inhibe
oldugu, beyin dokusunda ise sadece 10 mg/L derisimde inhibisyon belirlendigi

bildirilmistir. Protein miktarinin karaciger dokusunda azaldigi, kas dokusunda ise
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yuksek derigsimde arttig1 saptanmistir. Arastirmacilar pestisitin kas AChE inhibisyonu ile
sinir kas 1iletimini etkileyebilecegini belirtirken, hi¢ bir davranis anormalligi

gozlemediklerini eklemislerdir.

Birlikte uygulanan clomazone ve propanil’in L. obtusidens AChE aktivitesi ve lipid
peroksidasyonuna etkileri aragtirllmistir. Uygulama siiresi 90 giin ve test derisimleri
clomazone ve propanil i¢in sirastyla 376 pg/L ve 1644 pg/L olarak seg¢ilmistir. AChE
spesifik aktivitesinin beyin dokusunda %53-56 ve kas dokusunda %30-60 oraninda
inhibe oldugu saptanmistir. Lipid peroksidasyonunda analiz edilen tiim dokularda

azaldig belirlenmistir (Moraes vd., 2009).

Wang vd. (2009) karmabatli pestisit propoxur’un tek basina ve karbamath pestisit
isoprocarb ve organofosfat chlorpyrifos ile birlikte Carassius auratus Linnaeus, 1758
dokularinda AChE aktivitesine etkisini aragtirmiglardir. Denemelerde baliklar
pestisitlerin LCsy degerlerinin 1/256, 1/128, 1/64, 1/32 ve 1/16’sma karsilik gelen
derisimlerin etkisinde birakilmistir. AChE aktivitesinin 5 gunlik uygulamadan sonra
tiim propoxur derisimlerinde 6nemli oranda inhibe oldugu, inhibisyon oraninin %85-88
arasinda oldugu bildirilmistir. Ancak derigim arttik¢a inhibisyon oraninda azalma oldugu
belirlenmistir. Propoxur/isoprocarb karigimi uygulanan gruplarda 5 giinliik uygulama
sonrasinda enzim aktivitesinde inhibisyon belirlenmistir. Beyin ve kas dokularinda
inhibisyonun pestisit derigimi ile orantili olarak arttifi ve ozellikle kas dokusunda
derisim yamt iliskisinin oldugu bildirilmistir. Ug pestisitin birlikte uygulandig1 gruplarda
beyin ve kas AChE enzim aktivitesinin tiim derigimler i¢in uygulama siiresine yanit

olarak azalmaya devam ettigi ve zamana bagli bir inhibisyon gosterdigi saptanmistir.
2.3. Kan Parametreleri

Organizmadaki fizyolojik ve patolojik degisimlerin gostergesi olarak toksikolojik ve
cevresel izleme calismalarinda kan yogunlukla calisilmaktadir. Pestisitlerin baliklarda

kan parametrelerine etkileri ile ilgili farkli arastirmalar mevcuttur.

Das ve Mukherjee (2000), quinalphos’un Labeo rohita Hamilton, 1822’de hematolojik
parametreler iizerine etkisini arastirmiglardir. Uygulama derisimleri olarak pestisitin 96
saat LCso degerinin 1/10 ve 1/50’sine karsilik gelen 0.22 mg/L ve 1.12 mg/L derisimler
15, 30 ve 45 gun sire ile statik test ortaminda uygulanmistir. Serum protein miktarinin

her iki derisimde de 45 giinliik uygulama sonrasi azaldigi, en yiliksek azalmanin %53.03
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oraninda hesaplandig bildirilmistir. Serum glukoz miktarinin tiim uygulama siirelerinde
ve derisimlerde arttigi maksimum artisin %33.56 olarak bulundugu bildirilmistir.
Hemoglobin miktarinin her iki derisimde de tiim siirelerde azaldigi, en yiliksek azalma
oraninin %38.33 oldugu belirtilmistir. Toplam eritrosit sayisinin sadece uygulamanin 30
ve 45. gunlerinde azaldigi, toplam lokosit sayisinin ise tim uygulamalarda istatistiksel
olarak onemli bir artis gosterdigi saptanmistir. Ayni arastirmacilar cypermethrin’in L.
rohita’da kas ve kan biyokimyasal parametrelerine etkisini incelemislerdir. Uygulama
periyodu 15, 30 ve 45 giin olarak belirlenmis ve test derigsimleri olarak pestisitin 96 saat
LCso degeri olan 0.139 mg/L’nin 1/10 ve 1/50 degerleri secilmistir. Kas dokusu protein
miktarinda artan azalan seklinde bir degisim oldugu ve istatistiksel olarak Onemli
olmadig1 saptanmistir. Kan toplam serum proteininin her iki derisimde de uygulamanin
30 ve 45. giinlerinde 6nemli oranda azaldigi belirtilmistir. Kan glukoz miktarinda
uygulamanin 30 ve 45. giinlerinde belirgin artig tespit edilmistir. Eritrosit sayisinin
uygulama sonrasi azaldigi, 16kosit sayisinin tiim uygulama siirelerinde artis gosterdigi
belirtilmistir. Hemoglobin miktarinda 45. giin sonunda 6nemli azalma belirlenmistir

(Das ve Mukherjee, 2003).

Adhikari vd. (2004), L. rohita'da cypermethrin ve carbofuran’in hematolojik
parametreler {izerindeki etkilerini arastirmislardir. Cypermethrin igin 0.16, 0.40 ve 0.80
ug/L ve carbofuran i¢in 0.06, 0.15 ve 0.30 mg/L derisimler 28 giin siire ile
uygulanmistir. Eritrosit sayisinin, hemoglobin miktarinin ve hematokritin kontrol
grubuna gore her iki pestisit uygulamasinda da 6nemli diizeyde azaldigini, lokosit

sayisinin ise arttigini belirlemislerdir.

Benomyl’in biyokimyasal kan parametreleri ve hematolojik indekslere etkisini
arastirmak tizere, O. niloticus 5 hafta pestisitin 100, 200 ve 400 ug/L derisimlerinin
etkisinde birakilmistir. RBC sayisinin ve hematokrit diizeyinin 3 hafta uygulama
sonrasinda onemli oranda azaldigi, hemoglobin, MCV, MCH ve MCHC degerlerinde
belirgin bir degisimin olmadig bildirilmistir. Plazma toplam protein miktarinda degisim
olmazken, glukoz miktarinin uygulamanin ilk 3 haftasi sadece yiiksek derisimde sonraki

periyotlarda tiim uygulama gruplarinda arttig1 bildirilmistir (Min ve Kang, 2008).

Akut toksisite testleri ve hematolojik parametrelerin analiz edilmesiyle, diazinonun
Clarias gariepinus Burchell, 1822’de toksik etkileri arastirilmistir. Pestisitin test

organizmasinda 96 saat LCsy degeri 6.6 mg/L olarak belirlenmis, test derisimi olarak 9.4
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mg/L 96 saat siiresince uygulanmistir. Eritrosit, WBC, Hb, hematokrit ve l6kosit
sayisinin 6nemli diizeyde azaldigi, MCV, MCH ve MCHC degerlerinin kontrole gore
degismedigi saptanmistir. Aragtirmacilar diazinonun hematopoezi bozdugunu ve baligin

spesifik olmayan immiinitesini azalttigini ileri stirmislerdir (Adedeji vd., 2009).

Atrazine’nin 24 saat LCsy degeri olan 18.5 mg/L etkisinde birakilan C. carpio’da
pestisitin akut etkileri arastirilmistir. Kontrol grup ile karsilastirildiginda, RBC sayisinin
%63.17, hemoglobinin %27.35, plazma glukoz miktarinin %6.78 ve protein miktarinin
%18.73 oraninda azaldig1 saptanmistir. WBC sayisinin %3.73 artti§1 ancak bu artigin
istatistiksel olarak onemli olmadigi bildirilmistir. Calisilan parametrelerin baliklarda
patolojik durumlar1 degerlendirmek igin kullanilabilecegi onerilmistir (Ramesh vd.,
2009).

Pestisit etkisinde farkli balik tirlerinde aminotransferaz ve alkalen fosfataz
aktivitelerinde artig oldugu bildirilmis ve artis dogrudan pestisitin karaciger tizerindeki

toksik etkisi ile iliskilendirilmistir (Agrahari vd., 2007; John 2007).

C. batrachus karbamatli bir pestisit olan carbaryl ve organofosfat phorate’nin subletal
derisimlerine 24, 72, 120 ve 168 saat siire ile maruz birakilmistir. Pestisitlerin 96 saat
LCso degerlerinin 1/3’1 hesaplanarak belirlenen 0.27 mg/L ve 15.3 mg/L derisimler
sirastyla carbaryl ve phorate i¢in uygulanmistir. Serum glukoz miktarinin uygulama
stiresince artti1 ve pestisit indiiklii hipergliseminin toksik stres altinda enerji ihtiyacini
karsilamak i¢in fizyolojik bir yanit oldugu belirtilmistir. ALP enzim aktivitesinin arttig1
saptanmis ve bu artisin karacigerde hiicre nekrozu veya yiiksek osteoblastik aktiviteden

kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir (Jyothi ve Narayan, 1999).

C. carpio’da cypermethrin uygulamasinin  protein metabolizmasinin  farkli
parametrelerine etkisini arastirmak amaciyla, baliklar 6, 12, 24 ve 48 saat siire ile 1.2
pg/L pestisit etkisinde birakilmistir. Solungag, beyin, karaciger ve kas dokularinda
uygulama siiresi ile dogru oranli olarak ALT ve AST enzim aktivitelerinin arttigi ve
protein miktarinin azaldigi saptanmistir. Cypermethrin indikli stres ile miicadele
nedeniyle artan enerji talebini karsilamak icin protein katabolizmasimnin uyarilmis
olabilecegi ve bu yanitin artan ALT ve AST aktiviteleri ile desteklendigi bildirilmistir
(David vd., 2004).

R. quelen 2, 4 ve 8 gun sure ile cypermethrin’in 48 saat LCsy degerinin %30 ve %45’
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olan 0.08 ve 0.12 mg/L derisimlerin etkisinde birakilarak serum biyokimyasal
parametreler arastirllmistir. Pestisit uygulamasinin glukoz, ALP ve AST enzim
aktivitelerinde artis ve protein miktarinda azalma ile sonuglandigi, yiiksek derisimde
ALT aktvitesinin inhibe oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar serum biyokimyasal
parametrelerin pestisit zehirlenmesinin erken evrede belirlenmesinde kullanisl oldugunu

belirtmislerdir (Borges vd., 2007).

Soufy vd. (2007), O. niloticus’ta kronik carbofuran uygulamasinin kan biyokimyasal
parametreler iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla, baliklar1 8 hafta siiresince
pestisitin LCsp degerinin 1/10’u olan 0.04 mg/L etkisinde birakmislardir. ALT, AST ve
ALP enzim aktivitelerinde sirasiyla 3 ve 4 hafta uygulamalar sonrasinda 6nemli bir artis
belirlenirken, devam eden haftalarda enzim aktivitelerinin azaldig saptanmustir.
Arastirmacilar yiiksek serum transaminaz aktivitelerinin dogrudan hepatik toksisite ile
iligkili oldugunu ve bulgularin uygulama siiresi ile paralel ilerleyen karaciger nekrozu ile

desteklendigini bildirmislerdir.

Velisek vd. (2008), ergin O. mykiss’te herbisit metribuzin’in etkilerini degerlendirmek
amaciyla, 96 saat siire ile 89.3 mg/L derisimde pestisit uygulamasi yapmislardir. Kontrol
grup ile karsilagtirildiginda akut pestisit uygulamasinin eritrosit sayisini, 16kosit sayisini
ve hematokrit miktarin1 6nemli diizeyde azalttig1 ve eritrosit hemoglobininde artisa
neden oldugu saptanmistir. Biyokimyasal kan parametrelerinden toplam protein, AST ve
ALP enzim aktivitelerinde azalma belirlenirken, kortizol miktar1 ve ALT aktivitesinde

belirgin bir degisim olmadig1 belirtilmistir.
2.4. Davrams

Davranig bir organizmanin degisen ortamda hayatta kalabilmek i¢in i¢ ve dis uyaranlara
kendini adapte edebilmesine olanak saglamakla birlikte cevresel degiskenlere karsi
gelistirilen adaptasyonlarin da bir sonucudur. Bu nedenle kirleticilerin etkilerini
degerlendirmek ve ayirt etmek {izere tanisal bir ara¢ olarak toksikolojik caligmalarda

kullanilmaktadir (Dutta, 1996).

Lindane’nin akut toksisitesini belirlemek amaciyla, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 ve 5 mg/L
pestisit derisimlerine maruz birakilan O. niloticus’ta asirt mukus salgisi, solunum
giicliigii ve yiizgec titremesi, S seklinde kasilma ve agresiflik gibi anormal davraniglar

bildirilmistir. Gozlenen etkilerin doz ve silireye bagh olarak arttifi belirtilmistir (Al-
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Kahem, 1996).

Fernandez-Vega vd. (2002), thiobencarb’in Anguilla anguilla Linnaeus, 1758’de toksik
etkilerini arastirmak amaciyla, baliklar1 96 saat siiresince pestisitin 0.22 mg/L derisimi
etkisinde birakmislardir. Uygulamay1 192 saatlik bir depurasyon ¢aligmasi takip etmistir.
Baliklarda ilk gozlenen davranis degisikliginin denge kaybi ve operkulum hareketinde
hizlanma ile gozlenen solunum artisi oldugu ve bunu akvaryum tabaninda hareketsiz
kalma, kas zayifligt ve kontrolsiiz yiizme davramislarimin takip ettigi bildirilmistir.
Arastirmacilar 8 giinliilk depurasyon periyodununda da anormal davraniglarin devam

ettigini belirtmislerdir.

Organoklorlu pestisit endosulfanin Monopterus albus Zuiew, 1793’te 96 saat LCsp
degeri belirlenmis ve uygulama sirasinda baliklarin davraniglar1 ve deride renk degisimi
izlenerek kaydedilmistir. Pestisitin denge kaybina, diizensiz yiizme, ani titreme ve
uyusukluga neden oldugu saptanmistir. Endosulfan indiiklii norotoksisitenin gézlenen

anormal davraniglarin kaynagi olabilecegi belirtilmektedir (Siang vd., 2007).

Chlorpyrifos’un akut etkilerinin degerlendirildigi bir calismada, C. carpio 1, 7 ve 14 giin
sire ile 0.0112 mg/LL ve 0.0224 mg/L derisimlerde pestisit etkisinde birakilmis,
uygulamadan sonra 14 giin depurasyon g¢aligmasi uygulanmistir. Denemeler siiresince
davraniglar1 izlenen baliklarda diizensiz ve ani ylizme hareketleri, yem yememe,
kasilma, denge kaybi, asir1t mukus salgis1 ve akvaryum tabaninda hareketsiz kalma gibi
belirtiler gézlenmistir. Davranis anomalileri depurasyon asamasinda da gbzlenmis ve bu
durum dokularda biriken chlorpyrifosun biyotransformasyon urinu chlorpyrifos okson
tarafindan beyin ve kas dokularinda AChE aktivitesinin inhibisyonu ile aciklanmistir

(Halappa ve David, 2009).
2.5. Endokrin Bozulmasi

Kirleticilerin hormonlarin sentezini ve fonksiyonunu degistirerek reprodiiktif sistem
Uzerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi yapilan ¢alismalarla kanitlanmustir.
Hormonlarin sentezinde, salinmasinda ve par¢calanmasinda rol oynayan reseptorlerin ve
enzimlerin benzerligi nedeniyle, hi¢bir endokrin sistem endokrin bozucu kimyasallara
kars1 duyarsiz degildir. Bu nedenle bu kimyasallarin etki mekanizmalarini ve olast

sonuglarini aydinlatmak iizere aragtirmalar yapilmistir.

Heteropneustes fossilis Bloch, 1794°’te 0.5-2 mg/L karbamatli bir pestisit olan
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carbofuran uygulamasinin yumurtlama 6ncesi donemde vitellojen miktarini azaltirken,
yumurtlama doneminde degisime neden olmamistir. Pestisit uygulamasi iki donemde de
baliklarda serum ve gonadda estradiol diizeyini 6nemli diizeyde azaltmistir. Serumda ve
gonadda estradiol diizeyindeki ve dolayisiyla vitellojen miktarindaki azalmanin
CYP1A1l indiiksiyonundan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Caligma sonuglart
dogrultusunda aragtirmacilar carbofuranin hipofiz-gonad eksenini hedefleyerek balikta
antiostrojen olarak endokrin bozucu bir ajan oldugu sonucuna varmislardir (Chatterjee

vd., 2001).

Ergin disi ve erkek C. auratus, 21 giin siireyle atrazine’nin iki farkli derigimi (100 ve
1000 npg/L) etkisinde birakilmis ve plazma seks steroidleri belirlenerek pestisitin
steroidogenezis iizerine etkisi arastirilmistir. Ug haftalik pestisit uygulamasi sonrasinda
pestisitin GSI iizerinde doz veya siireye bagli bir etkisinin olmadig: belirlenmistir. Erkek
baliklarda yiiksek dozlarda plazma testosteron seviyesinin azaldigi, estradiol miktarinin
ise her iki derisimde de belirgin oranda arttig1 bildirilmistir. Disi baliklarda plazma
testosteron ve estradiol miktarinda degisim olmadigi saptanmistir. Estradiol/testosteron
oraninin erkek baliklarda doza bagli olarak arttig1 belirtilmistir. Arastirmacilar erkek
baliklarda estradiol artis1 ile birlikte meydana gelen testosteron miktarinin azalmasini
atrazine’nin steroid hormon biyosentezini etkilemesi seklinde agiklamis ve pestisitin

steroidogenezisi bozdugunu ileri siirmiislerdir (Spano vd., 2004).

Disi ve erkek H. fossilis’te pestisit y-hegzaklorosiklohegzan’in (HCH) endokrin bozucu
etkileri arastirilmistir. Denenecek derigimler 0.1, 1.0 ve 10 mg/L olarak belirlenmis ve
uygulama 4 hafta siirdlrilmistiir. Erkek baliklarda plazma testosteron ve 11-
ketotestosteron ve disilerde plazma testosteron ve estradiol diizeylerinde tim uygulama
derisimlerinde onemli azalma belirlenmistir. Uygulamanin her iki eseyde de yiiksek
derisimlerde GSI’nin azalmasina neden oldugu bulunmustur. Pestisitin hipotalamus-
gonad ecksenini ya da dogrudan hepatik ve steroidogenik enzimleri etkileyerek

reprodiiktif endokrin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir (Singh ve Canario, 2004).

Diazinon’un L. macrochirus’da endokrin sisteme etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
60 pg/L pestisit 2 hafta siiresince uygulanmistir. Histopatolojik incelemede
ovaryumlarda nekroz belirlenirken serum estradiol seviyesinin kontrol grubuna goére
azaldig1 baz1 gruplarda belirlenebilir sinirin altinda oldugu saptanmistir. Meydana gelen

bu etkiler pestisitin hipotalamus-hipofiz-gonad eksenini etkiledigini, ovaryumlarda
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meydana gelen hasarin normal diizeyde estradiol iiretimini engelledigi rapor edilmistir

(Maxwell ve Dutta, 2005).

DDT’nin ergin erkek O. niloticus’ta serum estradiol ve testosteron miktarlarini
istatistiksel olarak Onemli diizeyde azalttigi bulunmustur. Arastirmacilar DDT’nin
Ostrojen reseptore baglanarak Ostrojenik aktivite gosterdigini ve endokrin sistemi
bozdugunu ileri siirmiislerdir (Leanos-Castaneda vd., 2007). Yi vd. (2007) uzun sureli
alachlor uygulamasmin C. auratus’ta serum seks steroidler ve gonadosomatik indekslere
etkisini arastirmiglardir. 1, 4, 16, 63, 250 ve 500 pg/L alachlor derisimleri 60 giin siire ile
uygulanmistir. Testosteron seviyesinde once doza bagli olarak azalan daha sonra artan
bifazik bir degisim gozlenmistir. En belirgin azalmanin 16 pg/L derisimde %96 oraninda
meydana geldigi belirtilmektedir. Alachlor 17B-estradiol seviyesinde artisa neden olmus
ve maksimum artis 250 pg/L derisimde %]1.2 oraninda belirlenmistir. Denemelerin
sonunda, kontrol ve deney grubu arasinda viicut agirlif1 veya uzunlugu agisindan 6nemli
bir farklilik saptanmamistir. GSI ve HSI degerlerinin tiim derisimlerde énemli oranda

azaldig1 saptanmustir.

H. fossilis’te cypermethrinin reprodiiktif fizyolojiye etkisini aragtirmak amaciyla,
baliklar pestisitin 96 saat LCsp degerinin 1/5°1 olan 0.02 mg/L derisim etkisinde 45 giin
siire ile birakilmislardir. Her iki eseyde de GSI’nin azaldig: bildirilmis ayrica plazma
17B-estradiol ve 11-ketotestosteron diizeylerinde azalma saptanmistir. Cypermethrin’in
hipotalamus hipofiz gonad eksenini etkileyerek liremeyi inhibe ettigi, bu mekanizmanin
folikiil duvarmin ve spermatojenik hiicrelerin bozuldugunun kaydedildigi histolojik

gozlemlerle de dogrulandig bildirilmistir (Singh ve Singh, 2008).

Zhang ve Hu (2008) DDT metaboliti p,p—DDE’nin erkek Oryzias latipes Temminck ve
Schlegel, 1846°da gonad gelisimine etkisini arastirmislardir. Uygulama 1, 5, 20 ve 100
ng/L derisimlerde iki ay siirdiiriilmiistiir. Pestisit uygulamasmin HSI’in artmasma ve
GSI’in azalmasina neden oldugu belirlenmis ve p,p~DDE’nin antiandrojenik aktivite

gosterdigi ileri siirtilmiistiir.

Tian vd. (2010a) organofosforlu pestisit monocrotophos’un disi C. auratus’ta
reprodiiksiyona etkisini arastirmak amaciyla, baliklar1 21 giin siire ile yari statik test
sartlarinda 0.01, 0.10 ve 1.00 mg/L pestisit etkisinde birakmislardir. Diislik derisimlerde
GSI’de degisim olmazken, yiiksek derisimde kontrole gore onemli artis oldugu

saptanmugstir. 17B-estradiol diizeyinin 0.10 ve 1.00 mg/L derisimlerde arttig1, testosteron
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miktarinin ise yiliksek derisimlerde istatistiksel olarak ©nemli diizeyde azaldigi
bildirilmistir. Ayrica pestisit uygulamasindan sonra estradiol/testosteron oraninda doza
bagl bir artis oldugu belirtilmistir. Pestisit etkisinde estradiol indiiksiyonu ile ovaryum
gelisiminin stimiile edildigi ve bu sonucun GSI degerindeki artisla dogrulandig
belirtilmistir. Monocrotophos uygulamasinin gonad aromataz anlatimini etkileyerek
testosteronun estradiole dontlistimiinii arttirdigi, estradiol/testosteron oraninda belirlenen
artisin bu mekanizmadan kaynaklandig ileri siirilmiistiir. Arastirmacilar belirlenen bu
degisimlerin reprodiiktif davranis, kapasite ve ikincil esey karakterlerde etkilerinin
belirlenmesi i¢in ek calismalarin gerektigini belirtmislerdir. Ayni ¢alismay1 erkek C.
auratus’ta ile tekrarlayan arastirmacilar pestisit uygulamasinin 17f-estradiol miktarin
tiim derisimlerde arttirdigini saptamislardir. Testosteron miktarinda énemli bir azalma
belirlenmis, en yliksek pestisit derisiminde testosteron miktarinin belirleme sinirinin
altinda oldugu bulunmustur. Estradiol/testosteron oraninda doza bagli bir artig oldugu
belirtilmistir. Monocrotophos’un endojen estradiol miktarin1 arttirip vitellojenin
sentezini ve sekresyonunu uyararak erkek C. auratus orneklerinde dstrojenik aktivite

gOsterdigi ileri stirilmistiir (Tian vd., 2010b).
2.6. Genotoksisite

Cevresel Kirleticilerin genotoksik etkileri in vitro ve in vivo biyomarkir analizleri ile
izlenebilmektedir. Pestisitlerin DNA iplik kirigi (Whitehead vd., 2004; Pandey vd.,
2006; Ali vd., 2009) ve oksidatif DNA hasarina (Muniz vd., 2008) neden olarak
genotoksik etki gosterdikleri bilinmektedir. Comet analizi diisiik diizeyde DNA hasarini
belirleme avantaji nedeniyle tercih edilmekte ve akuatik canlilarda ksenobiyotiklerin
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Gedic vd., 1992;
Frenzilli vd., 2009).

Tilapia mossambica Peters 1852 farkli subletal monocrotophos derisimlerinin etkisinde
birakilarak comet analizi ile DNA iplik kiriklart belirlenmistir. Pestisitin 96 saat LCsq
degeri (12.5 mg/L) kullanilarak belirlenen 0.313, 0.625, 1.25, 1.875, 2.5, 3.125, 3.75 ve
4.375 mg/L derisimler 24, 48, 72 ve 96 saat siiresince uygulanmistir. Ortalama comet
kuyruk uzunlugunun doza bagli olarak arttigi belirlenmistir. En fazla artisin 24 saat
sonunda meydana geldigi, 96 saat sonunda hasarli DNA’nin tamiri ve/veya agir hasarl

hiicrelerin kayb1 nedeniyle degerlerin kontrol diizeyine geldigi bildirilmistir (Banu vd.,
2001).
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Ateeq vd., (2005) yaygin olarak kullanilan iki pestisit 2.4-D ve butachlor’un 48, 72 ve
96 saat uygulama sonrast C. batrachus eritrositlerinde genotoksik potansiyelini
aragtirmiglardir. Test derisimleri pestisitlerin LCso degerlerine dayanilarak 2.4-D icin 25,
50 ve 75 mg/L ve butachlor icin 1, 2 ve 2.5 mg/L olarak belirlenmistir. Deneme 48, 72
ve 96 saat slirdiiriilmiistiir. Hiicrelerde DNA hasar1 anoda go¢ eden genetik materyalin
boyutuna gore kuyruk uzunlugundan hesaplanmistir. Her iki pestisit i¢cin de yiiksek
derisimlerde DNA’nin daha hizli go¢ ettigi belirlenmistir. 2.4-D ve butachlor’'un DNA
hasar1 olugturma potansiyellerinin esit oldugu ve comet kuyruk uzunlugunun derisim ve
stireye bagli olarak artti1 bildirilmistir. Arastirmacilar analiz yonteminin genotoksik
kimyasal maruziyetinin kanitlanmasinda ve DNA hasar1 ile onariminin aragtirilmasinda

duyarl bir izleme arac1 oldugunu belirtmislerdir.

Pandey vd. (2006) akut endosulfan uygulamasinin C. punctatus solunga¢ ve bobrek
dokularinda genotoksik etkisini aragtirmiglardir. DNA hasarinda her iki dokuda da doza
bagli yanitlar gozlenmistir. Bulgular karsilastirildiginda solunga¢ dokusunun bobrek
dokusuna nazaran pestisit uygulamasina daha duyarli oldugu bildirilmistir. Solungag
dokusunun suda ¢oziinmiis kimyasal ile siirekli temas halinde olmasi nedeniyle hedef
organ oldugu belirtilirken, pestisitin hangi mekanizma ile DNA’da iplik kirigina yol

actig1 ve bunun olas1 sonuglariin arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Mystus vittatus Bloch, 1794’te comet analizi kullanilarak uzun siireli endosulfan
uygulamasinin genotoksik etkilerini arastirilmistir. Uygulama derisimleri pestisitin LCsp
degerinin 1/4, 1/8 ve 1/10’una karsilik gelen degerler olan 0.5, 0.25 ve 0.21 pg/L olarak
belirlenmistir. Uygulamanin 1, 7, 15, 22, 29, 36 ve 43. giinlerinde analiz edilmek {izere
solungag, bobrek dokulari ile kan 6rnegi alinmistir. Uygulama siiresinin DNA hasari
tizerinde 6nemli etkisinin oldugu, en yiiksek hasarin uygulamanin 1. giinii gézlendigi ve
sonraki giinlerde lineer olmayan dereceli bir azalmanin oldugu saptanmistir. Hasarin
doza bagl olarak artt1g1, bobrek dokusunun solunga¢ ve kana gére DNA hasarinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. En yiiksek DNA hasar1 bobrek, solungag ve eritrosit i¢in
strastyla %31.99, %30.56 ve %29.09 olarak verilmistir (Sharma vd., 2007).

Ventura vd. (2008) atrazinin O. niloticus’ta mutajenik ve genotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Test derigimleri olarak belirlenen 6.25, 12.5 ve 25 pg/L 72 saat
siiresince uygulanmis ve kan ornekleri mikroniikleus, niikleer anormallik ve comet

analizi i¢in kullanilmigtir. Mikrontikleus ve niikleer anormallik frekansinin kontrole gore
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yiiksek oldugu saptanmistir. Comet analizinde kontrol ile karsilastirildiginda uygulanan

tiim derisimlerde DNA hasarinda artis oldugu belirlenmistir.

Comet analizi, mikronukleus testi ve eritrosit cekirdek anormalliklerinin olusumu
kullanilarak akut roundup uygulamasinin P. lineatus’da genotoksik etkileri
arastirllmistir. Kisa siireli (6, 24 ve 96 saat) statik toksisite testi uygulanmis ve 10 mg/L
olarak segilen derisim intraperitonal olarak uygulanmuistir. Solunga¢ ve eritrosit
hiicrelerinde hiicre canliligl test edilmis ve degerin tiim Orneklerde %90’1n iizerinde
oldugu saptanmistir. Hasarli hiicre ve comet sayisinin eritrositlerde tiim uygulama
stirelerinde, solungag hiicrelerinde ise sadece 6 saat uygulama sonrasinda kontrole gore
onemli oranda arttig1 belirlenmistir. Mikroniikleus frekansinda 24 ve 96 saat uygulama
sonras1 artis belirlenirken, diger c¢ekirdek anormalliklerinde belirgin bir degisim
olmadig1 bildirilmistir. Eritrositlerin solungag¢ hiicrelerine gore roundup uygulamasinin
neden oldugu DNA hasarina daha duyarli oldugu ve bunun olasilikla pestisitin
intraperitonal uygulanmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Eritrosit ¢ekirdek
anormalligi frekansinin genotoksisite i¢in duyarli bir biyomarkir olmayabilecegi

belirtilmistir (Cavalcante vd., 2008).

Organofosforlu pestisit monocrotophos’un C. punctatus’ta solungag, bobrek ve
lenfositlerde genotoksik etkileri aragtirilmistir. Pestisitin LCsp degerinin 1/4, 1/8 ve
1/12’si olan 4.78 mg/L, 2.39 mg/L ve 1.59 mg/L uygulama derisimleri olarak segilmistir.
Yarn statik test sisteminde, uygulama 21 giin siirdiiriilmiis 1, 4, 7, 14 ve 21. giinlerde
doku ve kan 6rnekleri alinmigtir. Comet analizi sonuglar pestisitin doz ve siireye bagl
olarak calisilan tiim hiicre tiirlerinde 6nemli diizeyde DNA hasarina neden oldugunu ve
solungac hiicrelerinin bobrek hiicreleri ve lenfositlere gore toksisiteye daha duyarh

oldugunu gostermistir (Ali ve Kumar, 2008).

Chlorpyrifos’un uzun siireli genotoksik etkilerini belirlemek iizere, test organizmasi C.
punctatus’u 35 giin siire ile 203.0 pg/L, 102.0 pg/L ve 68.0 pg/L pestisit etkisinde
birakmiglardir. DNA hasar1 lenfositlerde ve solungag hiicrelerinde comet kuyrugundaki
DNA vyiizdesi olarak belirlenmis ve eritrositlerden mikroniikleus sayilmistir. DNA
hasarinin her iki hiicre tipinde de derisime bagl olarak arttig1 ve solungag hiicrelerinde
belirlenen hasarin lenfositlere gore yliksek oldugu bildirilmistir. Tiim gruplarda en
yiiksek DNA hasar1 uygulamanin 5. giiniinde belirlenmis, uygulama ilerledik¢e dereceli

olarak lineer olmayan bir azalma goriilmiistiir. Mikroniikleus frekansinda %1.53-1.62
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arasinda siireye bagli bir indiiksiyon belirlenmistir (Ali vd., 2009).

Simoniello vd. (2009) cypermethrin’in genotoksik etkisini arastirmak iizere 0.300, 0.150
ve 0.075 pg/L derisimlerin etkisinde 96 saat birakilan P. lineatus eritrositlerinde DNA
hasarini analiz etmislerdir. Comet analizinden 6nce hiicre canliligt Trypan blue boyama
yontemiyle belirlenmis ve tim ornekler igin oranmn %90-95 arasinda oldugu
belirlenmistir. Pestisit uygulamasinin istatistiksel olarak onemli diizeyde DNA iplik

kirigina neden oldugunu bildirmislerdir.

C. punctatus’ta comet analizi ve mikroniikleus testi kullanilarak karbamatli pestisit
carbofuran’in mutajenik ve genotoksik etkileri arastirtlmistir. Yart statik deneme ile
pestisitin 96 saat LCsp degeri 0.268 mg/L olarak belirlenmis ve bu degerin 1/4, 1/2 ve
3/4Une karsilik gelen 67 pg/L, 134 pg/L ve 201 pg/L derisimler 96 saat siire ile
uygulanmistir. DNA hasari eritrositlerde ve solunga¢ hiicrelerinde kuyruktaki DNA
yiizdesi olarak dl¢iilmiis ve pestisitin her iki hiicrede DNA hasarin1 doz ve siireye bagh
olarak arttirdig1 saptanmustir. Hiicrelerde en diisiik DNA hasar1 24 saat uygulama sonrasi
gbzlenmis ve sonrasinda lineer olmayan bir artis belirlenmistir. Solungag hticrelerinin
eritrositlere gore daha duyarli oldugu belirtilirken, belirlenen en yiiksek DNA hasar1 96
saat uygulama sonrasi solungac ve eritrositlerde sirasiyla %22.17 ve %19.22 olarak
verilmistir. Mikroniikleus frekansinin da periferal kanda doz ve siireye bagli olarak artigi
bildirilmistir. Dokuya 6zgli yanitlarin kirleticilerin biyotransformasyonu ve farkli iplik
kiriklarinin -~ tamiri  ile ilgili olarak  hiicrelerin  fizyolojik  faaliyetlerinden

kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Nwani vd., 2010).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Test Organizmasi

Arastirma materyali olarak kullanilan ergin erkek gokkusagi alabaligi, O. mykiss
(65.61£10.01 g ve 18.61+0.97 cm) Firat Alabalik (Birecik — Sanliurfa) yetistirme
havuzlarindan almarak bir ay siiresince laboratuar kosullarina adaptasyonlari
saglanmistir. Adaptasyon periyodunda, baliklar merkezi sistem ile havalandirilmis
musluk suyu iceren 150 L akvaryumlarda tutulmus ve her giin agirliklarinin %2’si kadar

ticari alabalik yemi ile beslenmislerdir.
3.1.3.Su

Denemeler siiresince suyun oOzellikleri: sicaklik 15.2+1.0, pH 8.08+0.25, alkalinite
216.43+8.41 mg/L CaCOs, sertlik 218.50+16.9 mg/L CaCOj3; ve ¢Oziinmiis oksijen
7.3£0.4 mg/L. Sicaklik ve pH her giin kontrol edilmis ve 12:12 fotoperyot

uygulanmustir.
3.1.2. Test Bilesigi

Pestisit ~ olarak  dimethoate  [(O,O-dimethyl  S-[2-(methylamino)-2-oxoethyl]
phosphorodithioate), 400 g/L, Poligor ®] uygulanmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Dizaym

Dimethoate’nin O. mykiss icin 96 saat LCsy degeri olan, 7.35 mg/L, (Johnson ve Finley,
1980) uygulama derisimlerinin belirlenmesinde referans olarak kullanilmistir. Subletal
derigimler olarak LCsp degerinin %1, %5 ve %10 olan degerler sirastyla 0.0735 mg/L,
0.3675 mg/L ve 0.7350 mg/L segilmistir. Stok c¢ozeltiler insektisitin test suyunda
cOziilmesiyle hazirlanmis ve akvaryumlarda belirlenen derisimleri elde etmek {izere
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seyreltilmistir. Ergin erkek baliklar adaptasyon periyodundan sonra dimethoate’nin
belirlenen derigimlerine 5, 15 ve 30 giin silireyle maruz birakilmislardir. Denemeler yari
statik sartlarda ylriitiilmiis ve buharlasma ve absorbsiyon gibi nedenlerle pestisit
derisiminde meydana gelebilecek degisimleri engellemek amaciyla akvaryum suyunun
2/3’i 24 saat araliklarla degistirilmistir (A.P.H.A, A W.W.A, W.P.C.F. 1980).
Denemeler sirasinda baliklarin davramislart diizenli olarak izlenmistir ve Olim

gbézlenmemistir.

Deneme siireleri sonunda her akvaryumdan 4 balik disekte edilerek beyin ve karaciger
dokulari, kuyrugun kesilmesi yoluyla kan ornekleri jelli (Insepack ®, ST750CG) ve
EDTA’l1 (Insepack ®, ST520EKS3) tiiplere alinmistir. Dokular soguk fizyolojik tuz
cozeltisi (%0.59 NaCl) ile yikandiktan sonra sivi azot ile dondurulmus ve analizlere

kadar —80 °C’de saklanmuslardir.

Analizler i¢in beyin ve karaciger dokular1 1/5 (w/v) olacak sekilde 0.25 M pH 7.4 siikroz
tamponda s1v1 azot ile homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar +4 °C’de 10000
rpm’de (Hettich Universal 320R) 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
SOD, GPx, CAT, AChE enzim aktiviteleri ile MDA ve protein dizeylerinin

spektrofotometrik (Cintra 2002) yontemlerle belirlenmesinde kullanilmstir.

Serum steroid hormonlar, glukoz ve toplam protein miktarlari ile transaminaz ve alkalen
fosfataz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla jelli tlplere alinan kan &rnekleri, 5000
rpm’de 5 dak. santriflj edilerek (Hettich Zentrifugen ROTINA 380) serum ornekleri
elde edilmistir. EDTA’]1 tliplere alinan kan 6rnekleri hematolojik profilin (RBC, WBC,
PLT, Hb, HCT, MCV, MCH, MCHC) belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Karaciger ve gonad agirliklar1 kaydedilerek asagida belirtilen formiil ile hepato- ve

gonadosomatik indekslerin hesaplanmasinda kullanilmistir:
Organosomatik indeks = (Doku agirligi/Viicut agirligr) x 100

3.2.2. Analiz Yontemleri

3.2.2.1. Biyokimyasal Kan Parametreleri ve Hematolojik indeksler

RBC, WBC, PLT, Hb, HCT, MCV, MCH ve MCHC analizleri Coulter elektriksel
empedans prensibini kullanan Beckman Coulter Gen-Ssystem2 Hematology Analyzer

ile yapilmistir (Grimaldi and Scopacasa 1998). Serum testosterone, 17f3-estradiol
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ve kortizol derisimleri otomatik immiin assay analizor kullanilarak (E170, Roche,
Hitachi, Osaka, Japan) elektrokemiliiminesans immiin assay yontemi ile belirlenmistir.
ALT, AST ve ALP aktiviteleri ile serum glukoz ve toplam protein miktarlar1 Synchron
LX20 PRO (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) kullanilarak yakin infrared partikiil

immiin assay (NIPIA) belirleme sistemi ile analiz edilmistir.
3.2.2.2. Asetilkolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata par¢alanmasi reaksiyonunu Katalizler.
Uriin olarak agiga cikan tiyokolin orani ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu sar1 renk veren
5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin siddeti 412 nm dalga boyunda

Ol¢tilmiistiir (Ellman vd., 1961).

Kolinesteraz

Asetilkolin iyodir » Tiyokolin

Tiyokolin + DTNB » 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

AChE enzim aktivitesini belirlemek {izere Tablo 3.1.’de gosterilen islemler

uygulanmustir.

Tablo 3.1. AChE Yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
0.1 M Fosfat Tamponu (pH 8.0) 2700 2550
Ornek 200 200
0.01 M DTNB 100 100
8.52x10"° M Etopropazin - 50

Karistirilmistir ve 5 dakika 30 °C’de inkiibe edilmistir.

0.015 M Asetilkolin iyodir - 100

Ornek ve kor kuvetlerinin 412 nm dalga boyunda 0. ve 5. dakikadaki absorbanslar

Olclilmiistiir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir.
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AOD Vit 1

AChE Aktivitesi (U/mL) = — X X
t Vo 13.6
AQOD : Zamana gore absorbans degisimi,
Vt: Toplam hacim,
Vo: Ornek hacmi

3.2.2.3. Superoksit Dismutaz Yontemi

SOD, oksidatif enerji tliretimi sirasinda olusan endojen ve eksojen kaynakli toksik
O2’nin, H,0, ve molekuler oksijene (O;) dismutasyonunu hizlandirmaktadir. Ksantin
ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikalleri 2-[4-iyodofenil]-3[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid ile kirmizi renkli bir kompleks olusturur. Eger
ortamda SOD enzimi varsa O, ’ni ortamdan uzaklastirmak i¢in formazon olusumu
inhibe olur. SOD enzim aktivitesinin l¢limii 505 nm’de formazon olusumunun yiizde

(%) inhibisyonu ile 6l¢iilmiistiir (McCord ve Fridovich, 1969).

SOD enzim aktivitesini 6lgmek iizere Tablo 3.2.’de gosterilen islemler uygulanmstir.
Substrat 0.05 mM ksantin ve 0.025 mM INT’nin, 50mM pH 10.2 CAPS tamponunda

¢oOziilmesi ile hazirlanmstir.

Tablo 3.2. SOD Y0Ontemi

Cozeltiler Kér (uL) Ornek (uL)
Ornek - 25
0.01 M Fosfat Tamponu (pH 7.0) 25 -
Substrat 850 850

Tyice karistirilmagtir.

XOD (80 U/L) 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi
baslangi¢ absorbansi (A1) 0. dakika okunur. 3 dakika sonra son absorbans (A;) degerleri

alinmistir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir.
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Ar-Aq
AA/dakika =
3

AA/dakika x 100

% Inhibisyon = 100 -
AA/dakikagall$ma kort

Elde edilen % Inhibisyon degeri standart egri ile degerlendirilmistir.

SOD Aktivitesi

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktar1

3.2.2.4. Glutatyon Peroksidaz Yéntemi

GPx, H,0; tarafindan GSH’nin GSSG’ye yikseltgenmesini kataliz eder. Hidrojen
peroksit olarak t-butil hidroperoksitin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG,
GR ve NADPH yardimiyla GSH’ye indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH nin NADP"’ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm’de okunmasi ile ol¢iilmiistiir

(Beutler, 1984).
GPx
2 GSH + H,0, ——» GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H*  ——— 2 GSH + NADP”

GPx enzim aktivitesini 6lcmek izere Tablo 3.3.’te gosterilen islemler uygulanmistir.
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Tablo 3.3. GPx Yo6ntemi

Cozeltiler Ornek (uL)
Saf su 660
0.5 M Tris Tamponu (pH 8.0) 100
0.1 M GSH 25
GR (10 U/mL) 100
2 mM NADPH 100
Ornek 10
37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
7 mM t-butil hidroperoksit 10

Kor olarak saf su kullanilmis, olusan tepkime 37°C’de 1 cm 151k yolu bulunan kuvartz
kiivetlerde, 340 nm dalga boyunda 0., 2.5. ve 5. dakikalarda absorbans degerleri

Olciilerek izlenmistir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir.

AOD Vit

GPx Aktivitesi (U/mL) = X
t 6.22 x VO

AOD : Zamana gore absorbans degisimi,
t: Zaman,

Vt: Toplam hacim,

Vo: Ornek hacmi,

6.22: 1 nmol NADPH’1n 1 cm’lik 151k yolunda verdigi absorbans degeri.

GPx Aktivitesi

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

Protein Miktar1

46



3.2.2.5. Katalaz Ydntemi

CAT, H207’nin yikimin1 katalizlemektedir. H,O> nin katalaz tarafindan yikim hizi,
H20O2’nin 230 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektroskopik

olarak dl¢iilmiistiir (Beutler, 1984).

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

CAT enzim aktivitesini belirlemek iizere Tablo 3.4.’te gosterilen islemler uygulanmustir.

Tablo 3.4. CAT YoOntemi

Cozeltiler Kér (uL) Ornek (uL)
1 M Tris Tamponu (pH 8.0) 50 50
10 mM H,0, - 900
H,O 930 30

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Ornek 20 20

KOr ve Ornegin absorbansi 230 nm dalga boyunda 0., 2.5. ve 5. dakikalarda 6l¢iimler

alinmistir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir.

AOD x Vt

CAT Aktivitesi (U/mL) =
0.071x Vo

AOD: Zamana gore absorbans degisimi,

Vt: Toplam hacim,

Vo: Ornek hacmi,

0.071: H202 nin 230 nm dalga boyundaki mM ekstinksiyon katsayisi.

CAT Aktivitesi

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktar1
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3.2.2.6. Malondialdehit Yontemi

Malondoaldehit (MDA) lipid peroksidasyonunun sekonder Griin olup, lipidlere ait
peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA, aerobik
sartlarda, pH 3.5’te Tiyobarbitirik asit (TBA) ile 95 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonucu
pembe renkli bir kompleks olusur. Bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir (Ohkawa vd., 1979).

Standart Egri Cizimi

Gunluk standart: stok standarttan (1,1',3,3'-tetrametoksipropan) 6.6 uL alinip 100 mL’ye
saf su ile tamamlanarak 400 nmol/mL’lik giinliik standart hazirlanmistir. 10, 20, 40, 60,
80 ve 100 nmol/mL’lik caligma standartlar1 hazirlanmis ve standart egri ¢izimi i¢in
Tablo 3.5.’da gosterilen islemler uygulanmistir. nBu/Piri (n-bltanol/piridin) c¢ozeltisi

14/1 oraninda hazirlanmistir.

Tablo 3.5. MDA Standart Egrisinin Cizimi

Cozeltiler Koér 10 nmol 20 nmol 40 nmol 60 nmol 80 nmol 100 nmol
(mL)
Standart 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1SDS 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
%20 HAc 15 15 15 15 15 15 15
%0.8 TBA 15 15 15 15 15 15 15
Saf su 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulmustur.
Saf su 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Piri 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Kuvvetli sekilde vortekslenmis ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki

organik kisim alinip 532 nm’de absorbans1 okunmustur.

MDA miktarini belirlemek tizere Tablo 3.6.’de gdsterilen islemler uygulanmaistir.
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Tablo 3.6. MDA Ydntemi

Cozeltiler Kor Standart Ornek
Standart (10 nmol/mL) - 0.1 -
Ornek - - 0.1
%8.1 SDS 0.2 0.2 0.2
%20 HAC 15 15 15
%0.8 TBA 15 15 15
Saf su 0.8 0.7 0.7
95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulmustur.

Saf su 1.0 1.0 1.0
nBu/Piri 5.0 5.0 5.0

Kuvvetli sekilde vortekslenmis ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki
organik kisim alinarak 532 nm dalga boyunda verdigi absorbanslar kaydedilmis ve

sonuglar standart egriden degerlendirilmistir.
3.2.2.7. Protein YoOntemi

Proteinlerin bir¢ogu tirozin, triptofan veya her iki aminoasiti de igerirler. Bu
aminoasitler serbest ya da katlanmamais bir polipeptid zincirinde mavi renk olusturmak
uzere fosfotungustik asit- molibdik asit ayiracini (Folin-Ciocalteu) indirgerler. Bu
yontemde proteinler ilk olarak bakir-peptid bagi-protein kompleksini olusturmak iizere
alkali cozeltide Cu*® ile reaksiyona girerler. Ortama Folin-Ciocalteu ayiract
eklendiginde, indirgeme siireci igerisinde bakir-protein kompleksleri ile tirozin, triptofan
rezidileri birlesirler. Renklendirilmis ¢ozeltinin absorbansi 750 nm dalga boyunda

Ol¢tilmiistiir (Lowry vd., 1951).
Standart Egri Cizimi

Yumurta albumini kullanilarak 1000 pg/mL derisimde stok protein c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Calisma icin bu ¢ozeltiden 100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mL derisimlerde
standartlar hazirlanmistir. Standart egri ¢izimi i¢in Tablo 3.7.’de gosterilen iglemler
uygulanmistir. Alkali ¢ozelti i¢in, %1 CuSO4. 5H,0 ve %2 Na-K tartarat ¢ozeltilerinin

karistmimin 1 mL’si ile 50 mL alkali Na,COg3 ¢0zeltisi karistirilmistir. Folin-Ciocalteu
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1/2.5 oraninda saf su ile karistirilarak hazirlanmistir.

Tablo 3.7. Protein Standart Egrisinin Cizimi

Cozeltiler (mL) Kor 100 200 300 400 500
(ug/mL) (ng/mL) (png/ml) (ug/mL) (ng/mL)
Standart - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Saf su 0.3 - - - - -
Alkali Cozelti 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
15 dakika oda 1s1sinda bekletilmistir.
Folin-Ciocalteu 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda verdikleri

absorbanslar kaydedilmistir. Elde edilen degerler standart egri ¢iziminde kullanilmistir.
Protein miktarini belirlemek {izere Tablo 3.8.’de gdsterilen islemler uygulanmastir.

Tablo 3.8. Protein Yontemi

Cozeltiler (mL) Kor Standart Ornek
Saf su 0.3 - -
Standart (50 pg/mL) - 0.3 -
Ornek - - 0.3
Alkali Cozelti 3.0 3.0 3.0
15 dakika oda 1sisinda bekletilmistir.
Folin-Ciocalteu 0.3 0.3 0.3

30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda absorbans degerleri
kaydedilmistir. Elde edilen degerler standart egriden degerlendirilmistir.

3.2.2.8. Comet Analizi

O. mykiss kan ornekleri, kuyrugun kesilmesi ile heparinli tiiplere alinmis ve pithtilasmay1

onlemek tizere tiipler diizenli olarak alt iist edilmistir. Hiicre canlilig1 trypan mavisi (%05

Trypan blue) boya kabul etmeme (exclusion) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Her bir

kan orneginden 25uL alinarak, icinde 2.5 mL steril hiicre kiiltiirii medyumu (RPMI
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1440) bulunan tiiplere alinmistir. Tiiplere pestisitler uygulanmadan 6nce alinan kontrol
orneklerinden DNA hasar analizi i¢in kan alindiktan sonra, tlplere pestisitin 0.0735
mg/L, 0.3675 mg/L ve 0.7350 mg/L derisimleri her derisim i¢in 3 tekrarli olmak tizere in
vitro olarak uygulanmis ve benmaride 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun

1. ve 2. saatlerinde, alinan 6rneklerde DNA hasar1 analiz edilmistir.

Eritrositlerde DNA hasar1, Kocyigit vd. (2005) gore alkali comet yontemi kullanilarak
analiz edilmistir. Bunun igin, hiicre Kiltiriinden 6 pL 6rnek 37 °C’de distile su
icerisinde hazirlanmis %0.7 diisiik erime noktali agarozun 100 pL’si ile karistirilmistir.
Bu karisimdan 80 pL alinarak, 6nceden %1 normal erime noktali agaroz (60 ‘C) ile ince
bir tabaka halinde kaplanmis olan lam {izerine konarak derhal lamel ile kapatilmistir. 4
°C’de 5 dk. lamlarin katilasmasi beklendikten sonra, lameller kaldirilmis ve lamlar en az
1 saat siire ile taze hazirlanmis soguk (4°C) lysing c¢ozeltisinde bekletilmistir (2.5M
NaCl, 100mM EDTA-2Na; 10mM Tris—HCI, pH 10-10.5; %1 Triton X-100 ve %10
DMSO kullanimdan hemen 6nce eklenmistir). Daha sonra, tek iplikli DNA elde etmek
lizere, lamlar taze hazirlanmis alkali elektroforez tamponuna konmus (4 °C) (0.3 mol/L
NaOH ve 1 mmol/L Na;EDTA, pH > 13) ve 25 dakika beklendikten sonra elektroforez
uygulanmistir (25V/300mA, 25dk.). Elektroforezden sonra, slaytlar 5 dk. notralize
edilmek {izere yikanmistir (0.4 M Tris-HCI1, pH 7.5). DNA hasarin1 engellemek igin
asamalar sirasinda dogrudan 1sik kullanilmasindan sakinilmistir. Elektroforez sonrasi,
slaytlar etidyum bromid ile boyanarak (2 pg /mL) lamelle kapatilmis ve x20 biiyiitmeli,
546-580 nm’de Olympus (CKX41) marka floresan mikroskobu kullanilarak analiz

edilmistir.

DNA hasarinin boyutu gorsel siiflandirma yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Her
ornekten, rasgele secilmis 100 hiicrenin goriintiisii gérsel olarak analiz edilmistir. Her
goriintii comet kuyrugunda floresan yogunluguna gore siniflandirilarak 0, 1, 2, 3 veya 4
olarak deger verilmis (hasarsiz hiicre 0 ve en yiiksek diizeyde hasar 4 olmak {izere) ve
slaytin toplam skorunun 0-400 arbitrary units (AU) arasinda olmasi saglanmistir. %T-
DNA, % H-DNA, TL, LC, TM ve OTM parametreleri goriinti analiz sistemi (CASP

Analyzing programme) kullanilarak analiz edilmistir.
3.2.3. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS 16.0 bilgisayar programi (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA)
kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklililk OneWay-ANOVA LSD coklu
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kargilastirma testi kullanilarak p<0.05 ve p<0.01 6nem diizeylerinde belirlenmistir.
Uygulama derisimleri ve siireler ile analiz edilen parametreler arasindaki iliskiler
Pearson korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Sonuglar ortalama +standart hata

olarak verilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1. Davranisa Etkisi

Kontrol grubunun davraniglarinda denemeler siiresince bir degisim gozlenmemistir.
Dimethoate’nin subletal derisimleri etkisinde birakilan gruplarda ise uygulama
derisimine ve siireye bagli olarak davranis anomalileri kaydedilmistir. En diisiik derisim
etkisindeki baliklarda akvaryum tabaninda gruplasma ve kararma disinda kontrole

benzer davraniglar gézlenmistir.

Gozlenen en belirgin degisimlerden biri 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlere maruz
birakilan gruplarda yeme olan ilginin uygulamanin 10. giinii azalmaya baslamasidir. En
yiiksek derisim uygulanan grup tim tepkileri en yliksek diizeyde gostermis ve
denemelerin son haftasi yem yememistir. Kontrole gore gbzlenen davranig farkliliklari
hareketsizlik, denge kaybi, akvaryum tabaninda gruplagma, aniden harekete ge¢cme,
spiral ylizme hareketleri ve S seklinde kasilmadir. Fiziksel olarak incelendiginde pestisit
etkisinde baliklarda viicut yiizeyinde renk koyulasmasi, kuyruk ve yiizgeglerde asinma

ve asirt mukus salgis1 gézlenmistir.
4.2. Hematolojik Indeksler ve Biyokimyasal Kan Parametreleri
4.2.1. Toplam Eritrosit Sayisina (RBC) Etkisi

Dimethoate etkisinde 5 giin stre ile birakilan O. mykiss’de toplam eritrosit sayisinda
onemli bir degisim bulunmamistir (p>0.05). Uygulamanin 15. giliniinde sadece en
yiiksek derisimde ve 30. giiniinde uygulanan tiim derisimlerde toplam eritrosit sayisinin
kontrole gore dnemli oranda azaldigi belirlenmistir (p<0.01, Tablo 4.1.). Korelasyon

analizi RBC degisiminin doz veya siire ile iliskisinin olmadigin1 géstermistir (p>0.05).
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Tablo 4.1. Dimethoate’nin O. mykiss’te toplam eritrsosit sayisma (10%/uL) etkisi.

Toplam eritrosit sayist (10°/uL)

Derigim (mg/'L) 5. Gun 15. Gin 30. Gin
Kontrol 0.738+0.09ax 0.735+0.02ax 0.770+0.06ax
0.0735 0.743+0.05ax 0.635+0.06ax 0.388+0.04by*
0.3675 0.738+0.09ax 0.588+0.06abx 0.388+0.03by*
0.7350 0.788+0.13ax 0.435+0.06by* 0.428+0.03by*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
4.2.2. Toplam Lokosit Sayisina (WBC) Etkisi

Pestisit etkisinde, uygulamanin 5. giinii toplam I6kosit sayisinin kontrol diizeyinde
oldugu bulunmustur (p>0.05). Uygulamanin 15. giiniinde 0.3675 ve 0.7350 mg/L
derisimlerde kontrole goére Onemli azalma (p<0.01) belirlenmistir. Otuz giin
uygulamadan sonra ise tiim test derisimlerinin 16kosit sayisinin azaldigi bulunmustur
(p<0.01, Tablo 4.2.). Korelasyon analizi WBC degisimi ile 15 ve 30 giin uygulama
stireleri arasinda pozitif ve dnemli bir iligki oldugunu gdstermektedir (r=0.598 p<0.05).
Belirlenen azalmanin derisim ile iligkili oldugu ve en yiiksek korelasyon katsayisinin
r=0.824 olarak 0.0735 ve 0.3675 mg/L derisimler arasinda oldugu hesaplanmistir
(p<0.01).

Tablo 4.2. Dimethoate’nin O. mykiss’te toplam l6kosit sayisma (10%/uL) etkisi

Toplam Lokosit Sayist (10%/pL)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Giin 30. Giin
Kontrol 202.83+1.42ax 198.35+1.37ax 197.75+1.46ax
0.0735 203.85+0.91ax 197.5310.74ax 175.83+4.26by*
0.3675 203.45+0.47ax 189.20+3.91by* 179.78+2.56bz*
0.7350 203.63+2.26ax 178.98+2.87cy* 169.15+1.22cz*

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.3. Trombosit (PLT) Miktarina EtKisi

Dimethoate etkisinde O. mykiss’te trombosit sayisi sadece 5 giinliik uygulama sonrasi
0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde istatistiksel olarak Onemli oranda azalmistir
(p<0.05). Diger uygulama siirelerinde belirgin bir degisim saptanmamistir (p>0.05,
Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Dimethoate’nin O. mykiss’te toplam trombosit miktarma (10%/pL) etkisi

Trombosit (10°/uL)
Derisim (mg/L) 5. GUn 15. Gun 30. GUn
Kontrol 9.75+1.25ax 9.50+1.56ax 9.50+0.29ax
0.0735 9.25+0.85abx 7.00+1.08ax 9.00+0.91ax
0.3675 6.75+0.48bcx 8.50+1.04ax 7.25+1.03ax
0.7350 6.50+0.29¢cx 7.25+1.03ax 7.30+0.70ax

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler
p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.

4.2.4. Hemoglobin (Hb) Miktarina Etkisi

Pestisit uygulamas1 5 giin uygulama sonrasi hemoglobin miktarmi degistirmemistir
(p>0.05). Uygulamanin 15. giiniinde sadece en yiiksek derisimde hemoglobin miktarinda
azalma belirlenirken (p<0.05), 30 gun sire ile pestisit etkisinde kalan gruplarda
hemoglobin miktarinin tiim uygulama derisimlerinde kontrole gére azaldig1 saptanmigtir
(p<0.01, Tablo 4.4). Hemoglobin miktarindaki degisim ile uygulama siireleri arasinda
bir iliski olmadig, test derisimleri incelendiginde 0.0735 ve 0.7350 mg/L derisimler
arasinda pozitif ve Onemli bir korelasyon katsayisina sahip oldugu bulunmustur

(r=0.588, p<0.05).

Tablo 4.4. Dimethoate’nin O. mykiss’te hemoglobin miktarina (g/dL) etkisi

Hemoglobin (g/dL)

Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Gin 30. Gln
Kontrol 6.90+0.65ax 5.88+0.09ax 6.73+0.52ax
0.0735 6.80+0.44ax 5.18+0.49abxy 3.4510.66by*
0.3675 6.65+0.95ax 4.65+0.58aby 3.5540.30by*
0.7350 7.08+1.08ax 4.00+0.75by 3.98+0.48by*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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4.2.5. Hematokrit (HCT) Miktarina Etkisi

Dimethoate uygulamasinin 5 ve 15. giinlerinde hematokrit miktarinda 6nemli bir
degisim olmamuistir (p>0.05, Tablo 4.5.). Hematokrit miktarinda, uygulamanin 30. giinii
0.3675 mg/L. derisimde p<0.05, 0.0735 ve 0.7350 mg/L derisimlerinde ise p<0.01
onemlilik dizeyinde azalma belirlenmistir. Bu azalmanin deneme siireleri veya

derisimleri ile iliskili olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Tablo 4.5. Dimethoate’nin O. mykiss’te hematokrit miktarina (%) etkisi

Hematokrit(%)
Derisim (mg/L) 5. Gln 15.Gan 30. Gln
Kontrol 18.63+2.34ax 17.20+1.01ax 19.60+2.05ax
0.0735 18.48+1.52ax 14.85+1.39axy 11.53+2.21by*
0.3675 18.80+2.23ax 13.55+1.58ax 12.98+3.77bx
0.7350 19.38+2.75ax 12.03+2.38ay 11.53+1.60by*

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

4.2.6. Ortalama Eritrosit Hacmine (MCV) Etkisi

MCYV degerinde, uygulamanin 5. giiniinde 6nemli bir degisim saptanmamistir (p>0.05).
Dimethoate etkisinde 15 ve 30 giin siire ile birakilan gruplarda ise tiim test
derisimlerinin MCV degerinde kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (p<0.01, Tablo 4.6). MCV degerindeki bu azalmanin uygulama
sireleri ve pestisit derisimleri ile pozitif iliskili oldugu saptanmistir (r=0.980 ve r=0.901,
p<0.01).

Tablo 4.6. Dimethoate’nin O. mykiss’te MCV’ye (fL) etkisi

MCV (fL)
Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Giin 30. Gln
Kontrol 247.60+2.08abx 253.85+2.39ax 254.20£1.12ax
0.0735 244.18+5.01abx 233.13+3.34by* 226.88+2.73by*
0.3675 252.13+1.51ax 217.50+1.42cy* 214.73+2.32cy*
0.7350 242.68+3.19bx 211.45+4.26¢y* 196.5+3.15dz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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4.2.7. Ortalama Eritrosit Hemoglobinine (MCH) Etkisi

Pestisit uygulamasinin 5. glin MCH iizerinde bir etkisi olmazken (p>0.05), uygulamanin
15. giinii 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(p<0.01). Otuz giin siire ile pestisit etkisine birakilan gruplarda tiim uygulama
derisimlerinde MCH degerinin kontrole gore azaldig1 saptanmistir (p<0.01, Tablo 4.7).
Deneme siireleri ve test derisimleri ile MCH degeri arasinda pozitif bir korelasyon

oldugu bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4.7. Dimethoate’nin O. mykiss’te MCH’ye (p/g) etkisi

MCH (p/9)
Derisim (mg/L) 5. Gln 15. GUn 30. Giin
Kontrol 91.48+0.88ax 87.95+3.51ax 88.05+2.85ax
0.0735 91.63+0.99ax 81.90+1.61aby 75.45+2.38bz*
0.3675 90.05£3.38ax 76.15+0.74by* 74.15+1.88by*
0.7350 89.13£3.18ax 77.85+1.41by* 77.48+1.90by*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
4.2.8. Ortalama Eritrosit Hemoglobin Derisimine (MCHC) Etkisi

Dimethoate uygulamasinin 30. giinii 0.0735 mg/L derisimde belirlenen azalma disinda
(p<0.05), pestisit uygulamasit MCHC’de istatistiksel olarak énemli bir degisime neden
olmamustir (p>0.05, Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Dimethoate’nin O. mykiss’te MCHC’ye (g/dL) etkisi

MCHC (g/dL)

Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Gin 30. Gln
Kontrol 37.53£2.02ax 33.93+0.49ax 34.80+1.59ax
0.0735 36.95+0.97ax 35.00+1.15ax 30.13+0.69by
0.3675 35.18+1.46ax 34.33+2.41ax 31.08+0.65abx
0.7350 37.50+2.18ax 33.53+1.22ax 34.20+1.69abx

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.

57



4.2.9. Toplam Protein Miktarina Etkisi

Dimethoate etkisinde 5. giin serum toplam protein miktarinda kontrol ile uygulama
gruplart arasinda bir degisim olmamistir (p>0.05, Tablo 4.9). Uygulamanin 15. giinii
0.3675 mg/L derisimde %14.65 ve 0.7350 mg/L derisimde %17.93 diizeyinde azalma
oldugu saptanmistir (p<<0.01, Sekil 4.1). Dimethoate etkisinde 30 giin kalan baliklarda,
serum toplam protein miktarmin tiim derisimlerde azaldigi, en fazla azalmanin 0.7350
mg/L derisimde %40.6 oldugu belirlenmistir (p<0.01). Protein miktarinda belirlenen
azalmanin siire ile pozitif iliskili oldugu bulunmustur (r=0.782, p<0.01).

Tablo 4.9. Dimethoate’nin O. mykiss’te toplam protein miktarina (g/dL) etkisi

Toplam Protein (g/dL)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Gun 30. Gin
Kontrol 3.85+0.18ax 3.96+0.15ax 3.99+0.24ax
0.0735 3.90+0.31axy 3.94+0.09ax 3.40+0.04by
0.3675 3.85+0.13ax 3.38+0.09bxy 3.25+0.07by*
0.7350 3.55+0.13ax 3.25+0.09bx* 2.37+0.36¢cy*

Degerler aritmetik ortalama * standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.1. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum toplam protein miktarinin kontrole

gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.10. Glukoz Miktarina Etkisi

O. mykiss’te dimethoate uygulamasinin 5 ve 15. giinlerinde glukoz miktarinin 0.3675 ve
0.7350 mg/L derisimlerde istatistiksel olarak Onemli oranda arttifi saptanmistir
(p<0.01). Uygulamanin 30. giiniinde glukoz miktarindaki artisin devam ettigi ve tiim test
derigimlerinde kontrole gore degisimin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01, Tablo
4.10). Glukoz miktarinin kontrole gore yilizde degisimi Sekil 4.2°de verilmektedir. En
yiiksek artis %85.55 ile uygulamanin 30. giinii 0.3675 mg/L derisimde meydana
gelmistir. Glukoz ile pestisit derisimleri ve uygulama siireleri arasinda pozitif iliski

belirlenmistir (r=0.828 ve r=0.790, p<0.05).

Tablo 4.10. Dimethoate’nin O. mykiss’te glukoz miktarina (mg/dL) etkisi

Glukoz (mg/dL)

Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Giin 30. Gln
Kontrol 41.50+1.19ax 42.00+1.47ax 45.00+2.12ax
0.0735 39.75+1.65ax 40.00£3.24ax 67.00+£2.97by*
0.3675 60.75+1.93bx* 49.50+0.96by* 83.50+3.66¢cz*
0.7350 56.00+1.41bx* 49.50+1.32bx* 77.00£3.94cy*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler
p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.2. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum glukoz miktarinin kontrole gore

yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.11. Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesine Etkisi

Dimethoate etkisinde O. mykiss serum AST aktivitesinin uygulamanin 5. giinii 0.3675 ve
0.7350 mg/L derisimlerde kontrole gore sirasiyla %24.41 ve %31.09 artis gosterdigi
bulunmustur (p<0.01, Tablo 4.11). Uygulamanin 15 ve 30. giinlerinde enzim
aktivitesindeki artisin devam ettigi ve denenen tiim test derisimlerinin enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli bir indiiksiyona neden oldugu saptanmistir
(p<0.01, Sekil 4.3). AST aktivitesindeki en fazla artis 30. giin 0.7350 mg/L derisimde
%70.47 olarak hesaplanmistir. Deneme siireleri ile AST aktivitesi arasinda pozitif iligki

bulunmustur (r=0.942, p<0.01).

Tablo 4.11. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum AST aktivitesine (IU/L) etkisi

AST (IU/L)
Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Gun 30. Gin
Kontrol 557.251+4.64ax 545.254+23.68ax 511.2549.52ax
0.0735 552.25+11.07ax 623.00+4.30by™* 575.00+£20.96bxy*
0.3675 693.25+10.93bx* 627.50+23.73by* 865.25+20.44cz*
0.7350 730.50+9.68bx* 803.75+35.41cy* 871.50+20.61cz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.3. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum AST aktivitesinin kontrole goére

yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.12. Alanin Aminotransferaz (ALT) Aktivitesine Etkisi

Dimethoate uygulamasimin O. mykiss’te serum ALT aktivitesini uygulamanin 5.
giinlinden baslayarak uygulanan tiim derisimlerde arttirdigi ve bu indiiksiyonun tiim
uygulama periyotlarinda devam ettigi saptanmistir (p<0.01, Tablo 4.12). Enzim
aktivitesindeki artisin uygulama stireleri ile pozitif iliskili oldugu (r=0.954, p<0.01),
yiizde degisimlerin denemelerin 5. giiniinde %31.53-76.58, 15. giintinde %33.33-124.79
ve 30 gliniinde %41.07-169.64 arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).

Tablo 4.12. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum ALT aktivitesine (IU/L) etkisi

ALT (IU/L)
Derisim (mg/L) 5. Gln 15. GUn 30. Giin
Kontrol 27.7510.75ax 29.25+0.63ax 28.00+0.91ax
0.0735 36.50+0.65bx* 39.00+1.08bx* 39.50+2.78bx*
0.3675 48.00+1.08cx* 50.00+1.96¢cx* 53.50+1.85cx*
0.7350 49.00+0.91cx* 65.75+3.04dy* 75.50+4.27dz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.4. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum ALT aktivitesinin kontrole goére

yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde énemlidir.
4.2.13. Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesine Etkisi

Dimethoate etkisinde O. mykiss serum ALP aktivitesinin, denenen derisimler ve
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uygulama siirelerinde kontrole gdére Onemli bir degisim gostermedigi belirlenmistir

(p>0.05, Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum ALP aktivitesine (IU/L) etkisi

ALP (IU/L)
Derisim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Gin
Kontrol 61.00+7.35ax 55.00+8.23ax 57.75+1.38ax
0.0735 50.00:+4.71ax 52.00+7.01ax 61.25:+5.19ax
0.3675 56.25+5.50ax 55.25+3.45ax 54.00:+4.44ax
0.7350 52.25:+2.02ax 55.75+8.11ax 55.75+5.19ax

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
4.3. Steroid Hormonlar
4.3.1. Testosteron Miktarina Etkisi

Dimethoate uygulamasi O. mykiss’te testosteron miktarinda istatistiksel olarak 6nemli
bir degisime neden olmamistir (p>0.05, Tablo 4.14). Degerlerin tiim uygulama

derisimlerinde ve stirelerinde kontrol diizeyinde oldugu saptanmustir.

Tablo 4.14. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum testosteron miktarina (ng/mL) etkisi

Testosteron (ng/mL)

Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Giin 30. Gln

Kontrol 0.028+0.002ax 0.031+0.005ax 0.026+0.002ax
0.0735 0.027+0.001ax 0.025+0.002ax 0.028+0.003ax
0.3675 0.027+0.001ax 0.027+0.001ax 0.02620.001ax
0.7350 0.02620.001ax 0.027+0.001ax 0.025+0.001ax

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
4.3.2. 17B-Estradiol Miktarina Etkisi

O. mykiss serum 17B-estradiol miktarinda dimethoate etkisinde Once artan sonra azalan
bifazik bir degisim belirlenmistir. Uygulamanin 5 ve 15. giinlerinde estradiol miktar1

tiim derisimlerde kontrole gére dnemli oranda artmistir (p<0.01, Tablo 4.15). Ancak, 30
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giin siire ile pestisit etkisinde birakilan gruplarda 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde
istatistiksel olarak 6nemli bir azalma saptanmistir (p<0.01). Dimethoate etkisinde 17f3-
estradiol miktarindaki en belirgin artma ve azalma en yiiksek pestisit derisiminde 15. ve
30. giinlerde sirastyla %255.62 ve %61.51 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5). Korelasyon
analizi, 17B-estradiol miktari ile test siireleri ve derisimleri arasinda pozitif ve 6nemli bir

iliskinin oldugunu gostermektedir (r=0.860 ve r=0.960, p<0.01).

Tablo 4.15. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum 17p-Estradiol miktarma (pg/mL) etkisi

17B-Estradiol (pg/mL)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. GUn 30. Giin
Kontrol 16.30+0.71ax 14.33+0.29ax 15.12+0.67ax
0.0735 29.47+1.44bx* 43.64+3.58by* 13.78+1.10az
0.3675 28.15+1.10bx* 44.60+3.87by* 7.09+1.81bz*
0.7350 32.17+1.83bx* 50.96+2.32cy* 5.82+0.58bz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler
p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.5. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum 17B-Estradiol miktarinin kontrole

gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde dnemlidir.
4.3.3. Kortizol Miktarma Etkisi

Pestisit uygulamasini takiben 5. ve 15. giinlerde, en diisiik derisimde kortizol miktarinda
degisim olmamistir (p>0.05, Tablo 4.16). Ancak, pestisitin 0.3675 ve 0.7350 mg/L

derisimleri etkisinde birakilan gruplarda kortizol miktarinda kontrole gore %157.56—

63



225.71 artis oldugu belirlenmistir (p<0.01, Sekil 4.6). Kortizol miktarindaki artigin 30.
giinde de devam ettigi, kontrole gore ylizde degisimin 0.0735, 0.3675 ve 0.7350 mg/L
derisimler i¢in sirastyla %326.98, %291.01 ve %595.32 oldugu saptanmistir (p<<0.01).
Kortizol miktarindaki artisin siireler ve pestisit derisimleri ile pozitif iliskili oldugu

bulunmustur (r=0.781 ve r=0.866, p<0.01).

Tablo 4.16. Dimethoate’nin O. mykiss’te serum kortizol diizeyine (ug/dL) etkisi

Kortizol (ug/dL)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Gin 30. Gin
Kontrol 2.38+0.07ax 3.15+0.30ax 2.78+0.37ax
0.0735 4.44+0.45abx 4.29+0.29ax 11.87+0.67by*
0.3675 6.13+0.68bx* 6.41+0.45bx* 10.87+1.21by*
0.7350 6.29+0,53bx* 10.26+1.23by* 19.33+1.67cz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.

600 o @00735mg/l w0.3675 mg/l @0.7350 mg/L

Kontrole Gore % Degkim
[¥X]
i
[ )

200
100
I:I &
5 15 30
Stire (glin)

Sekil 4.6. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te serum kortizol miktarinin kontrole kontrole

gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde dnemlidir.
4.4. Organosomatik Indeksler
4.4.1. Hepatosomatik indekse Etkisi

Hepatosomatik indeksin dimethoate uygulamasinin 5. gilinlinde kontrol diizeyinde

oldugu bulunmustur (p>0.05, Tablo 4.17). Pestisit uygulamasinmi takiben 15. giiniin
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sadece en yiiksek derisiminde, 30. giiniin ise 0.3675 ve 0.7350 mg/L. derisimlerinde
HSI’nin azaldig1 saptanmistir (p<0.01). HSI ile uygulama siirelerinin arasinda bir iliski
olmadigi, test derisimleri ile pozitif ve dnemli bir iligkinin oldugu korelasyon analizi ile

belirlenmistir (r=0.731, p<0.05).

Tablo 4.17. Dimethoate’nin O. mykiss’te hepatosomatik indekse etkisi

HSI
Derisim (mg/L) 5. Gun 15. Gin 30. Gln
Kontrol 0.9103+0.016ax 0.9502+0.057ax 0.9382+0.042ax
0.0735 0.9335+0.021ax 0.9423+0.021ax 0.8658+0.019abx
0.3675 0.8624+0.047axy 0.9563+0.021ax 0.7711+0.019by*
0.7350 0.8515+0.061ax 0.7871+0.021bx* 0.6409+0.022cy*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
4.4.2. Gonadosomatik indekse Etkisi

Dimethoate uygulamasmin O. mykiss’te GSI’i etkilemedigi, tiim uygulama siireleri ve

test derisimlerinde degerin kontrol diizeyinde oldugu belirlenmistir (p>0.05, Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Dimethoate’nin O. mykiss’te gonadosomatik indekse etkisi

GSi
Derisim (mg/L) 5. Gln 15. GUn 30. Giin
Kontrol 1.1318+0.13ax 1.1123+0.29ax 1.1473+0.08ax
0.0735 1.0271+0.03ax 1.3185+0.21ax 1.1658+0.12ax
0.3675 1.0260+0.07ax 1.3394+0.11ax 1.1398+0.04ax
0.7350 1.0236+0.04ax 1.3914+0.12ax 1.1217+0.09ax

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
4.5. AChE Aktivitesine Etkisi

Karaciger dokusunda dimethoate etkisinde 5. giin AChE spesifik aktivitesinde 6nemli
bir degisim olmamuistir (p>0.05, Tablo 4.19). Pestisit uygulamasinin 15. giinti 0.3675 ile
0.7350 mg/L ve 30. giinii tim uygulanan derisimlerinde enzim aktivitesinde siireye bagl

bir azalma belirlenmistir (r=0.642, p<0.01). Enzim aktivitesinde belirlenen en yiiksek
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inhibisyon oranlar1 15 ve 30. giinler i¢in sirasi ile %44.61 ve %70.32°dir (Sekil 4.7).

Tablo 4.19. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda AChE spesifik

aktivitesine (U/mg protein) etkisi

AChE (U/mg protein)

Derisim (ppm) 5. Gln 15. Gin 30. Gun
Kontrol 0.0912+0.01ax 0.0937+0.01ax 0.0886+0.01ax
0.0735 0.0824+0.01ax 0.0734+0.01axy 0.0539+0.01by*
0.3675 0.0716+0.01ax 0.0662+0.01bxy 0.0415+0.01cy*
0.7350 0.0678+0.01ax 0.0519+0.01bx* 0.0263+0.01cy*

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Beyin dokusunda dimethoate etkisinde uygulamanin 5. giinii 0.3675 ve 0.7350 mg/L
derisimlerde, 15 ve 30. giinlerinde tiim deneme derisimlerinde AChE spesifik aktivitesi
doza ve siireye bagl olarak azalmistir (r=0.841 ve r=0.959, p<0.01). Enzim aktivitesinde
belirlenen en yiiksek inhibisyonlar 5., 15. ve 30. giinler i¢in sirasiyla %55.39, %72.62 ve
%93.91 seklindedir (Tablo 4.20, Sekil 4.7).

Tablo 4.20. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda AChE spesifik aktivitesine
(U/mg protein) etkisi

AChE (U/mg protein)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Gln
Kontrol 0.3302+0.05ax 0.3287+0.04ax 0.3511+0.06ax
0.0735 0.2574+0.04abx 0.1709+0.03by* 0.1339+0.02by*
0.3675 0.1961+0.02bcx* 0.1155+0.01by* 0.0683+0.01bcy™*
0.7350 0.1473+0.02cx* 0.0900+0.01by* 0.0214+0.01cy*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.7. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda AChE
spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde

onemlidir.

4.6. Antioksidan Enzimler
4.6.1. SOD Aktivitesine Etkisi

Karaciger dokusunda SOD spesifik aktivitesi dimethoate uygulamasinin 5 ve 15.
giinlerinde en diistik derisimde degismezken, 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde doz
ve siireye bagl olarak artis gostermistir (r=0.799 ve r=0.857, p<0.01). En yiiksek yiizde
artis 5. ve 15. giinlerde sirastyla %179.39 ve %340.36 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.21,
Sekil 4.8). Pestisit uygulamasmin 30. giinii SOD aktivitesi 0.3675 ve 0.7350 mg/L
derisimlerde doza bagl olarak azalmistir (r=0.842, p<<0.01). En yiiksek inhibisyon orani,
0.7350 mg/L derisimde %83.73 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.21. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda SOD spesifik aktivitesine
(U/mg protein) etkisi

SOD (U/mg protein)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Giin 30. Giin
Kontrol 0.0791+0.01ax 0.0840+0.01ax 0.0842+0.01ax
0.0735 0.0769+0.01ax 0.1471+0.01by 0.0545+0.01abx
0.3675 0.1361+0.01bx 0.2390+0.02cy* 0.0239+0.01bz
0.7350 0.2210+0.02cx* 0.3699+0.05dy* 0.0137+0.01bz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Beyin dokusunda SOD aktivitesi sadece dimethoate uygulamasinin 5. giinii 0.3675 ve
0.7350 mg/L derisimlerde sirasiyla %33.90 (p<0.05) ve %47.46 (p<0.01) indiiksiyon
gostermistir (Tablo 4.22, Sekil 4.8). Belirlenen artisin doza bagh oldugu (r=0.622,
p<0.05), diger uygulama siirelerinde kontrole gore Onemli bir degisim olmadigi

saptanmistir (p>0.05).

Tablo 4.22. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda SOD spesifik aktivitesine
(U/mg protein) etkisi

SOD (U/mg protein)

Derisim (mg/L) 5. Gin 15. Gin 30. Gin
Kontrol 0.0059+0.00lax  0.0057+0.00lax  0.0058+0.001ax
0.0735 0.0073+0.001abx ~ 0.0060+0.00lax  0.0060:+0.001ax
0.3675 0.0079+0.001bx  0.0064+0.00lax  0.0062:+0.001ax
0.7350 0.0087+0.001bx*  0.0060+0.00lax  0.0061:0.001ax

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.8. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda SOD
spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde

onemlidir.
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4.6.2. GPx Aktivitesine Etkisi

Karaciger dokusunda uygulamanin 5. giini GPx spesifik aktivitesinde 6nemli bir
degisim olmamustir (p>0.05, Tablo 4.23). Dimethoate uygulamasini takiben 15. giinde
aktivitenin tim uygulama derisimlerinde doza bagl olarak artis gosterdigi belirlenmistir
(r=0.970, p<0.01). GPx aktivitesindeki indiiksiyon oranlar1 0.0735, 0.3675 ve 0.7350
mg/L derisimler i¢in sirasiyla % 47.71, %94.72 ve %134.82 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.9). Denemelerin 30. giiniinde aktivitenin 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde %33.91

ve %54.5 azaldig1 saptanmaistir.

Tablo 4.23. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda GPx spesifik aktivitesine

(U/mg protein) etkisi

GPx (U/mg protein)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Gln
Kontrol 0.1783+0.01ax 0.1933+0.01ax 0.1899+0.01ax
0.0735 0.1876+0.01ax 0.2778+0.02by* 0.1539+0.02abx
0.3675 0.1817+0.01ax 0.3764+0.04cy* 0.1255+0.01bcz
0.7350 0.1971+0.01ax 0.4539+0.03dy* 0.0864+0.02cz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.

O. mykiss beyin dokusunda GPx spesifik aktivitesi uygulamanin 5. giinii degismezken
(Tablo 4.24), 15. giliniin en yiiksek derisiminde ve 30. giiniin tiim uygulama
derisimlerinde doza bagh artis gosterdigi belirlenmistir (r= 0.654, p<0.05). Enzim
aktivitesindeki en yiiksek artislarin 15. giin %21.32 ve 30. giin %28.13 oldugu
saptanmustir (Sekil 4.9).
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Tablo 4.24. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda GPx spesifik aktivitesine

(U/mg protein) etkisi

GPx (U/mg protein)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Gln
Kontrol 0.0630+0.002ax 0.0591+0.005ax 0.0608+0.004ax
0.0735 0.0606:0.004ax 0.0647+0.004abxy  0.0715+0.004by
0.3675 0.0615+0.004ax 0.0661+0.001abxy  0.0729+0.002by
0.7350 0.0683+0.002ax 0.0717+0.004bxy 0.0779+0.006bx*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.9. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda GPx

spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde

onemlidir.

4.6.3 CAT Aktivitesine Etkisi

Dimethoate etkisinde, O. mykiss karaciger dokusunda CAT spesifik aktivitesinde

denemelerin 5. giiniinde belirgin

bir degisim godzlenmemistir (p>0.05, Tablo 4.25).

Aktivitenin uygulamanin 15. giliniinde tiim derisimlerde doza bagl bir artis gosterdigi
belirlenmistir (r=0.930, p<0.01). Yiizde indiiksiyon oranlar1 0.0735, 0.3675 ve 0.7350
mg/L derigimler i¢in sirasiyla %17.73, %32.66 ve %88.77 dir (Sekil 4.10). Dimethoate

uygulamasinin 30. giinii CAT spesifik aktivitesinin sadece en yiiksek derisimde %18.89
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oraninda inhibe oldugu saptanmistir (p<0.01).

Tablo 4.25. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda CAT spesifik aktivitesine
(U/mg protein) etkisi

CAT (U/mg protein)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Gln
Kontrol 72.741+2 .54ax 69.20+2.21ax 72.57+2.26ax
0.0735 72.46+2.36axy 81.47+2.97bx* 70.63+1.83ay
0.3675 71.87+2.58ax 91.80+3.15cy* 65.96+1.99abx
0.7350 72.42+2.48ax 130.63+8.07dy* 58.86+2.41bz*

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Beyin dokusunda dimethoate uygulamasi CAT spesifik aktivitesinde Onemli bir
degisime neden olmamistir (p>0.05, Tablo 4.26). Uygulamalarin 15. ve 30. giinlerinde
enzim aktivitesinde %6 ile %9 arasinda artig belirlenmesine ragmen, bu degisim

kontrole gore istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.10).

Tablo 4.26. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda CAT spesifik aktivitesine
(U/mg protein) etkisi

CAT (U/mg protein)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Giin 30. Giin
Kontrol 1.40940.09ax 1.405%0.05ax 1.44510.07ax
0.0735 1.408+0.06ax 1.422+0.11ax 1.504+0.08ax
0.3675 1.463+0.04ax 1.473+0.08ax 1.574+0.10ax
0.7350 1.461+0.05ax 1.492+0.06ax 1.575+0.09ax

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gosterilen veriler
p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.10. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda CAT
spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde

onemlidir.
4.7. MDA Miktarina Etkisi

O. mykiss karaciger dokusunda MDA miktari, dimethoate uygulamasini takiben 5. ve 15.
giinlerin 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde, 30. giinde denenen tiim derisimlerde
kontrole gére 6nemli ve siire ile pozitif iliskili bir artis géstermistir (r=0.743, p<0.01).
Uygulamalarin 5., 15. ve 30. giinlerinde MDA miktarinda kaydedilen en yiiksek artislar
sirastyla %41.34, %48.21 ve %71.92 seklindedir (Tablo 4.27, Sekil 4.11).

Tablo 4.27. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda MDA miktarina

(nmol/mg protein) etkisi

MDA (nmol/mg protein)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Giln
Kontrol 4.91+0.206ax 5.02+0.126ax 4.95+0.106ax
0.0735 5.00+0.155ax 5.62+0.169abxy 6.03+0.372by
0.3675 6.12+0.302bx* 6.16+0.127bx* 6.52+0.489bx*
0.7350 6.94+0.135bx* 7.4410.565cx* 8.51+0.427cz*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
Beyin dokusunda MDA miktarlar1 pestisit uygulamasinin 5 ve 15. giinlerinde sadece en
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yiiksek derisimde, uygulamanin 30. giinii 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde 6énemli
oranda artig gostermistir (p<0.01, Tablo 4.28). Belirlenen artisin derisimlerle iliskili
olmadig1 ancak siire ile pozitif bir iligkisinin oldugu saptanmistir (r=0.743, p<0.01).
MDA miktarinda en belirgin artis dimethoate uygulamasmin 30. giinii 0.7350 mg/L
derisimde %59.01 olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).

Tablo 4.28. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda MDA miktarina (nmol/mg

protein) etkisi

MDA (nmol/mg protein)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Giin 30. Giin
Kontrol 2.73£0.142ax 2.98+0.093ax 2.83£0.151ax

0.0735 2.6940.201ax 3.24+0.255aby 3.22+0.087aby
0.3675 3.09+0.164abx 3.05+0.071ax 3.47+0.200bx*
0.7350 3.51+0.136bx* 3.68+0.190bx* 4.50+0.193cy*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.11. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda MDA

miktarinin kontrole goére yiizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
4.8. Protein Miktarmna Etkisi

Karaciger dokusunda uygulamanin 5. giinii protein miktarinda degisim olmazken

(p>0.05), denemelerin 15. ve 30. giinlerinde tiim uygulama derisimlerinde sire ile
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pozitif iliskili bir azalma belirlenmistir (r=0.708, p<0.01). Protein miktarinda belirlenen
en yliksek azalma 15. ve 30. giinlerde sirasiyla %37.56 ve %48.80’dir (Tablo 4.29, Sekil
4.12).

Tablo 4.29. Dimethoate’nin O. mykiss’te karaciger dokusunda protein miktarina (mg)
etkisi

Protein (mg/mL)

Derisim (mg/L) 5. Gln 15. Giin 30. Giin
Kontrol 21.95+1.82ax 20.37+0.96ax 21.23+1.59ax
0.0735 19.06+1.77ax 15.82+0.43bx 15.96+1.32bx*
0.3675 18.81+2.82ax 14.96+1.27bxy* 13.21+1.45bcy*
0.7350 18.93+2.06ax 12.72+0.85by* 10.87+0.49cy*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkli harfler ile gdsterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.

Beyin dokusunda 5. giin protein miktarinda 6nemli bir degisim olmamistir (p>0.05,
Tablo 4.30). Dimethoate uygulamasinin 15. giinii en yiiksek derisimde, 30. giinii 0.3675
ve 0.7350 mg/L derisimlerde siireye bagli bir azalma belirlenmistir (r=0.689, p<0.01).
Protein miktarindaki en yiiksek ylizde degisim, uygulamanin 30. giinii 0.7350 mg/L
derisimde %34.61 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12).

Tablo 4.30. Dimethoate’nin O. mykiss’te beyin dokusunda protein miktarina (mg) etkisi

Protein (mg/mL)

Derigim (mg/L) 5. GUn 15. Gin 30. Giln
Kontrol 7.71+0.526ax 7.95+0.109ax 8.12+0.100ax
0.0735 7.66+0.830ax 7.70+0.763ax 7.36+0.441abx
0.3675 7.76+0.809ax 7.26+0.626ax 6.47+0.198bcx
0.7350 6.53+0.784ax 5.91+0.273bx 5.31+0.526¢cx*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=4). Farkl1 harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 duzeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.12. Dimethoate etkisinde O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda protein

miktarinin kontrole gore ylizde degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
4.9. DNA Hasan

Gorsel smiflandirma yontemi kullanilarak yapilan degerlendirmede dimethoate’nin
uygulamanin 1. saati 0.7350 mg/L disindaki tiim derisimlerde kontrole gére onemli
oranda DNA hasarina neden oldugu saptanmistir (Tablo 4.31, p<0.01). Uygulamanin 2.
saati, DNA hasarinin denenen tiim derisimlerde arttifi belirlenmistir (Sekil, 4.13,
p<0.01). Bu artisin pestisit derisimi ile veya deneme siireleri ile iligkisinin olmadigi

bulunmustur.

Tablo 4.31. Dimethoate’nin subletal derisimlerinde O. mykiss eritrositlerinde in vitro
DNA hasart.

DNA Hasarn (arbitrary units, AU)

Derigim (mg/L) 1. Saat 2. Saat
Kontrol 8.00+3.01ax 8.67+2.41ax
0.0735 162.67+51.72bx* 128.67+27.29bx*
0.3675 152.67+26.59bx* 159.33+36.81bx*
0.7350 46.00+13.32ax 132.67+36.04bx*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=3). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.13. O. mykiss eritrositlerinde (a) normal DNA hucresi, eritrositlerde dimethoate

uygulamasindan 1 saat (b) ve 2 saat (c) sonra DNA hasari.
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Sekil 4.14. Dimethoate etkisinde O. mykiss eritrositlerinde TL, LC, %H-DNA, %T-
DNA, TM ve OTM nin uygulama derisimlerine gore degisimleri.

In vitro dimethoate uygulamasinin O. mykiss eritrositlerinde TL, LC, %H- DNA, % T-
DNA, TM ve OTM degerlerine etkisi Tablo 4.32’de verilmektedir. %H-DNA’nin 1.
saatte sadece 0.3675 mg/L derisimde, 2. Saatte 0.3675 ve 0.7350 mg/L derisimlerde

76



kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (p<0.01). Diger
parametrelerde uygulamanin 1. saatinde 0.3675 mg/L derisimde belirlenen artis disinda,
onemli bir degisim gozlenmemistir (p>0.05). Ancak, 2 saat pestisit uygulamasindan
sonra tiim parametrelerde Ozellikle en yliksek pestisit derisiminde istatistiksel olarak
Oonemli bir artis meydana gelmistir (p<0.01). Korelasyon analizi TM ve LC
degerlerindeki artisin denenen dimethoate derisimleri ile pozitif iliskili oldugunu
gostermistir (r=0.894 ve r=0.906, p<0.05). DNA hasar parametrelerinin uygulamanin 2.
saatinde doza bagl degisimleri Sekil 4.14’te verilmektedir.

77



Tablo 4.32. Dimethoate’nin O. mykiss’te eritrositlerde TL, LC, %H-DNA, %T-DNA,
TM ve OTM’ye etkisi.

Derisim (mg/L) Siire (saat)
1 2
TL (um)
Kontrol 47.20+4.99ax 34.40+6.68ay
0.0735 51.24+1.95abx 46.72+1.66bx*
0.3675 63.80+4.85bx 48.66+2.89by*
0.7350 44.20+1.43ax 54.14+3.53bx*
LC (um)
Kontrol 101+7.40ax 79+7.46ay
0.0735 107.45+4.47ax 101.49+0.95bx*
0.3675 117.98+4.48ax 103.924+3.79bx*
0.7350 100.95+1.76ax 111.16+.4.94bx*
%H-DNA
Kontrol 79.80+1.77ax 83.14+2.70ax
0.0735 80.92+1.06ax 79.03+1.35abx
0.3675 67.31+4.29bx* 74.57+2.95bcx
0.7350 76.37+3.02ax 73.61+2.05cx*
% T-DNA
Kontrol 20.16+1.79ax 16.86+2.70ax
0.0735 19.08+1.06ax 20.98+1.35abx
0.3675 32.41+4.40bx* 25.32+2.97bx
0.7350 20.30+2.69ax 26.38+2.06bx*
™ (pum)
Kontrol 9.74+1.67ax 6.44+2.26ax
0.0735 10.57+0.41ax 10.78+1.14abx
0.3675 23.9245.54bx* 14.41+2 .54by
0.7350 11.77+1.32ax 16.51+2.22bx*
OTM (AU)
Kontrol 7.54+0.97ax 4.56+1.05ax
0.0735 7.22+0.36ax 7.45+0.45abx
0.3675 14.29+2.88bx* 10.00+1.33bcy
0.7350 7.35+0.42ax 11.19+1.43cx*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmektedir (n=3). Farkli harfler ile gosterilen veriler

p<0.05, *p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Baliklar suda ¢oziinmiis kirleticileri aktif veya pasif islemlerle alma ve tutma
Ozelliklerinden dolay1 pestisitlerin etkilerine karsi 6zellikle duyarlidirlar. Baliklarin
cevresel diisiik pestisit diizeylerine yanitlar1 ile ilgili fizyolojik degisiklikler, sadece
biyolojik agidan ¢evre kirliliginin diizeyinin anlagilmasi i¢in bir ara¢ olmakla kalmaz,

ayni zamanda insanlar dahil omurgali canlilarin toksisitesi i¢in de model olarak

kullanilabilmektedir (Sancho vd., 2010).

Canlilarin stres yanitlar1 adaptiftir ve genellikle ¢evrelerindeki degisiklikler ile bas
etmesine yardimci olmaktadir. Ancak, bazen stres yamitinda modifikasyonlar veya
bundan kaynaklanan zararli etkiler bireysel diizeyde ve nihayetinde populasyon
seviyesinde énemli derecede olumsuz sonuglara neden olabilmektedir (Heath, 1995).

Kan parametrelerinin izlenmesi pestisit zehirlenmesinin erken uyar1 sinyallerinin
degerlendirilmesinde tanisal Oneme sahiptir. Hematolojik parametreler kimyasal
maddelere yanitlarinda spesifik olmamalarina ragmen, genel fizyoloji ve saglik
durumunun bir gostergesi olarak baliklarda toksik madde etkilerinin biyomarkirlari

olarak kullanilmaktadilar (Van Der Oost vd., 2003).

Bu c¢alismada, deney materyali olarak kullanilan O. mykiss (Gokkusagi alabaligi)’de
dimethoate uygulamasinin 15 ve 30. giinlerinde RBC, WBC, MCV ve MCH iizerinde
azaltic1 bir etkinin meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica, Hg ve HTC miktarlarinda da
30 ginlik uygulamadan sonra énemli azalma belirlenmistir. Pestisit olarak molinate ve
diazinon etkisinde sirasiyla A. anguilla ve Silurus glanis Linnaeus, 1758’de benzer
bulgular elde edilmistir (Sancho vd., 2000; Kopriicii vd., 2006). Besinlerin, oksijenin,
viicut atiklarmin ve karbonik asit gazlarinin tasinmasinda ve atilmasindan sorumlu
oldugu icin, aneminin ve kan Tretiminin aragtirlmasinda eritrosit sayisinin
degerlendirilmesi 6nemlidir (Min ve Kang, 2008). Subletal derisimlerde cypermethrin ve
carbofuran uygulamasindan sonra L. rohita’da (Adhikari vd., 2004) chlorpyrifos

etkisinde C. carpio’da eritrosit sayisinin dnemli oranda azaldig1 bidirilmistir (Ramesh ve
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Saravanan, 2008). Cypermethrin uygulanan L. rohita’da hemoglobin miktarinin azaldig
bildirilirken, gozlenen anemik durumun solungacglarda ozmoregiilasyonun bozulmasi
nedeniyle hemodiliisyondan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Das ve Mukherjee,
2003). Dimethoate etkisinde RBC ve Hg miktarindaki azalma O. mykiss’te eritropeni ve
stres kaynakli hemolizin gostergesi olabilir. Toksik maddenin eritropoetik dokuda
bozucu etkisi aneminin gostergesi olarak eritrosit sayisint ve hemoglobin miktarini
azaltabilmektedir. John (2007) subletal derisimlerde metasystox ve Sevin’in kronik
olarak uygulanmasindan sonra M. vittatus’de benzer yanitlar rapor etmistir. Adhikari vd.
(2004), L. rohita'da cypermethrin ve carbofuran uygulamasi sonrasi belirlenen aneminin,
eritropoez ve hem sentezinin inhibisyonu ile hematopoetik organlarda eritrosit yikim

oraninin artmasindan kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir.

Lokosit sayisinin azalmasi baligin mikrobiyal ya da bakteriyel enfeksiyonlara karsi
savunma kapasitesini kaybettigini gdstermektedir. Bu azalma ayrica hidrolitik enzimler
salan l6kositlerin otolizisinden de kaynaklanabilmektedir (Rao 1999). Diger yandan
deltamethrin etkisinde O. niloticus’da toplam l6kosit ve eritrosit sayisinda belirlenen
artig, pestisitin dolayli olarak immiinolojik degisiklikleri tetiklemesiyle agiklanmigtir

(El-Sayed vd., 2007).

Metribuzin uygulamas1 C. carpio’da HCT ve Hb miktarlarinda azalma ile
sonuglanmistir. Bu azalma gaz transferini korumak ic¢in oksijen tasima kapasitesini
arttiran bir yanit olarak yorumlanmis, solungag lamellerinde su-kan engelinde meydana
gelen degisimi gosterdigi belirtilmistir (Velisek vd., 2009). HTC, MCV ve MCH’deki
azalma baligin kimyasal stres etkisinde oldugunu ve bunun dokularda patolojik bir
durumla sonuc¢landigini agikca gostermektedir. HTC azalmasi baligin anemi ya da
hemodiliisyon yasadigini gostermektedir (Wedemeyer vd., 1976). Kirmiz1 kan hiicresi
indeksleri dikkate alindiginda, bu anemi mikrositik hipokromik anemi olarak
siiflandirilabilmektedir. Elde ettigimiz sonuglara benzer bulgular endosulfan ve
phosphamidon etkisinde Barbus conchonius Hamilton-Buchanan, 1822°de (Gill vd.,

1991) ve diazinon etkisinde C. carpio’da (Svoboda vd., 2001) da rapor edilmistir.

Biyokimyasal parametrelerin g¢alisilmasi, toksikolojik degerlendirmelerde &nemli bir
yere sahiptir. Ciinkii degisimler toksik madde klinik semtomplara yol agmadan 6nce
gozlenmektedir. Pestisitler farkli enzimlerin aktivitelerini etkileyebilmektedirler. Tum

metabolik faaliyetler spesifik enzimlerle katalizlendiginden bu enzimlerin normal
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aktivitelerinde meydana gelecek degisimler baligin fizyolojisini bozmaktadir (John,
2007). Kanin kirleticilerle tetiklenen strese duyarli oldugu ve belirli serum enzimlerinin
doku hasarin1 tanimlamak tizere kullanilabilecegi yapilan caligmalarla kanitlanmistir

(Patil ve Kulkarni, 1993).

Transaminazlar amino gruplarin transferi ile amino asitler ve a-ketoasitlerin
doniisimiinii  katalizleyen bir grup enzimdir. Bu doku spesifik enzimlerin
aktivitelerindeki artis karaciger hasarinin tanisinda kullanilmaktadir. Dimethoate, O.
mykiss’de serum AST ve ALT enzim aktivitelerinde siireye bagl bir indiiksiyona neden
olurken, ALP aktivitesini degistirmemistir. Yiiksek transaminaz aktivitesi, pestisit stresi
sirasinda enerji krizi ile bag etmek iizere TCA donglisline amino asit girisi ile
transaminasyon isleminin arttigin1 gostermektedir (Philip ve Rajasree, 1996). Genel
olarak stresin transaminasyon yolunu indiikledigi ileri siiriilmektedir (Natarajan, 1985).
Arastirmamizda dimethoate tarafindan tetiklenen toksik stres yiiksek transaminaz
aktivitesi ile sonug¢lanmistir. Serumda transaminaz enzim aktivitelerinde degisiklik
olmas1 hiicre membran permeabilitesinde dnemli patolojik degisimleri gostermektedir.
Hepatositler hasar gordiigiinde, normalde sitozolde lokalize olan enzimler ekstraselliiler
bolgeye salinmakta ve membran bozukluklar1 nedeniyle dolasima katilmaktadirlar (Ozer
vd., 2008). Baliklarda aminotransferaz ve alkalen fosfataz aktivitesinde pestisit indukli
artis bildirilmistir. Meydana gelen bu artis dogrudan pestisitin karacigere toksik etkisi ile
iligkilendirilmistir (Agrahari vd., 2007; John, 2007). Kronik carbofuran uygulamasini
takiben, monoseks O. niloticus’da ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerinde baslangigta
artis sonra belirgin bir azalma saptanmis ve bu bulgular uygulama siiresi ile paralel

olarak gelisen hepatik nekroz ile desteklenmistir (Soufy vd., 2007).

En karakterstik genel stres yanitt kan glukoz seviyesindeki artistir. Dimethoate
uygulamasini takiben, O. mykiss’te serum glukoz derigimi artan bir egilim gdstermistir.
Bu artis pestisit stresi ile ortaya ¢ikan yiiksek metabolik talep nedeniyle enerji saglamak
tizere glukoneogenezin artmasindan kaynaklanabilmektedir. Bu sonug, ayrica solunum
yetersizliginin bir yanit1 olarak da goriilebilmektedir (Chandrasekar ve Jayabalan, 1993).
Stres sirasinda katekolaminlerin sentezlendigi ve baliklarda glikojen rezervlerini
tukettikleri bilinmektedir. YUlksek katekolamin sentezi glikogenolize neden olarak adenil
siklaz sistemi yoluyla hiperglisemine neden olmaktadir. O. niloticus’da lindane
uygulamasi yiiksek kan glukoz derisimi ile sonuglanmistir ve hiperglisemik durum

glukokortikoidlerin ve katekolaminlerin pestisit etkisinde asir1 salgilanmasi ile karaciger
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ve kas dokularinda glikoliz ile agiklanmistir (Al-Kahem, 1996). Ansari ve Kumar
(1988), alternatif bir mekanizma olarak dimethoate gibi kolinesteraz inhibitdrlerinin
pankreatik B hicrelerinin glukoz reseptorlerini bloke ederek onlarin yiiksek glukoz
seviyesine karsi inaktif olmalarina neden olduklarinmi ileri siirmiistiir. Stres, degisen
sartlara kars1 olusan homeostazisi tehdit eden bir yanittir. Hipotalamus-hipofiz-adrenal
(HPA) eksenin ve sempatik otonomik sinir sisteminin aktivasyonu yoluyla
hiperglisemiye neden olmaktadir. Stres indiiklii hiperglisemi enerji talebini karsilamak

tizere adaptif ve yararli bir ndrohormonal yanit olarak kabul edilmektedir (Rahimi ve

Abdollahi, 2007)

Husain vd. (1987) baliklarda ve memelilerde glukoz derisimindeki degisimin dogrudan
pestisit zehirlenmesi ile ilgili oldugunu, hipergliseminin karaciger glikojeninin yikim
hizinin artmasi nedeniyle bozulan karbonhidrat metabolizmasinin gostergesi oldugunu
belirtmislerdir. Agrahari vd. (2007) C. punctatus’ta monocrotophos uygulamasi sonrasi
belirlenen hipoglisemik durumun stres indiiklii hormon aracilikli yanit1 yansittigini,
organofosforlu pestisit toksisitesinde karakteristik davraniglar olan yiiksek aktivite ve
kasilma sirasinda kan glukozunun hizla kullanilmasindan kaynaklanabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Protein miktarin belirlenmesi hiicrelerin fizyolojik durumlarinin degerlendirilmesinde
tanisal bir parametre olarak kullanilmaktadir. Dimethoate uygulamasi O. mykiss serum,
karaciger ve beyin dokularinda protein miktarinin azalmasi ile sonuglanmstir.
Cypermethrin etkisinde C. batrachus’ta (Begum, 2005), fenitrothion uygulamasindan
sonra A. anguilla’da (Sancho vd., 1998) da benzer bulgular rapor edilmistir. Doku
protein miktarinin azalmasi genel bir stres yanit olarak degerlendirerek, baligin stres
sartlarima fizyolojik adaptasyon yetenegini yansittigini belirtilmistir (Fernandez-Vega
vd., 2002).

Hipoproteinemi genellikle baliklarda pestisit etkisinde meydana gelen bir durumdur
(Luskova vd., 2002; Ogueji ve Auta, 2007). Organofosforlu pestisitlerin hticresel
proteinleri dogrudan metilledigi ve fosforilledigi bilinmektedir (Wild, 1975). Protein
eksikliginde, plazma protein derisimini korumak iizere doku proteinlerinin par¢alandigi
ileri siiriilmiistiir (Shanmugam, 1977). Deltamethrin etkisinde O. niloticus’da belirlenen
hipoproteinemik ve hipoglisemik durum, hepatik fonksiyon bozuklugu ve pestisitin

immiin baskilayic1 etkisi ile agiklanmistir (El-Sayed vd., 2007). Cogu organizma

82



aminositlerin oksidasyonu ile enerji kaynag olarak proteinleri kullanmaktadir. Sonug
olarak, protein diizeyinde belirlenen azalma dimethoate stresi ile bas etmek icin artan
enerji talebini karsilamak iizere azalan protein sentezi ve artan proteolitik aktivite ile
aciklanabilmektedir. Neff (1985) stres sirasinda besin aliminin bozulmasinin,
homeostazisi saglamak {lizere yiiksek enerji harcanmasinin, doku tamiri ve

detoksifikasyon mekanizmasinin protein eksikligine neden olabilecegini ileri stirmiistiir.

Hemoliz sonras1 plazma hacminde ve eritrosit sayisinda azalmanin da serum protein
yiizdesinde diisme ile sonuglanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Das vd., 2004). Kisa siireli
molinate uygulamasinda sonra A. anguilla’da toplam serum protein diizeyinde belirlenen

azalma dogrudan anemi ile iliskilendirilmistir (Sancho vd., 2000).

Pestisit etkisinde protein miktarinda artis rapor edilen ¢aligsmalar da mevcuttur. Braga da
Fonseca vd. (2008) 2,4-D etkisinde L. obtusidens kas dokusunda ve Ogueji ve Auta
(2007) lambda-cyhalothrin uygulanan C. gariepinus’da serumda protein miktarinda
belirlenen artis1, protein kaybini telafi edici bir mekanizma olarak protein sentezinin

artmasi seklinde agiklanmislardir.

Cok sayida kimyasalin endokrin bozucu etkileri tanimlanmistir. Yasamimizdaki
istenmeyen etkileri dinya genelinde 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Endokrin
sistem tizerindeki olumsuz etkileri, ¢ogunlukla Ostrojenik veya anti 0Ostrojenik,
reprodiiktif bozukluk ile gelisim diizensizliklerine neden olmaktadir (Indarto ve Izawa,

2001).

Gonad steroid hormonlart ve onlarin reseptorleri esey belirlenmesi ve ikincil esey
karakterlerin gelisimi gibi gelisimsel islemlerde diizenleyici bir rol oynamaktadirlar
(Gross vd., 2003). Sex (17p-estradiol ve testosteron) ve stres (kortizol) steroidlerin
derisimleri hipotalamus-hipofiz (H-P) ekseni homonlari, depolama ve hepatik
degredasyon kontrolinde olan senteze baglidir. Agonistik veya antagonistik
kimyasallarin varligi H-P ekseni iizerinde son iirlin mekanizmasini degistirerek plazma
steroid derigimlerini etkileyebilmektedir. Bu nedenle steroid dersimlerinin belirlenmesi
endokrin bozucu kimyasallarin etkilerinin duyarli ve potansiyel gostergeleri olarak

kullanilmaktadir (Guillette vd., 1999).

Walsh vd., (2000) in vitro fare hiicre kiltirinde dimethoate’nin steroidogenik akut

duzenleyici (StAR) genin anlattmini bozarak steroidogenezi inhibe ettigini

83


http://scialert.net/asci/author.php?author=J.%20Auta&last=
http://scialert.net/asci/author.php?author=J.%20Auta&last=

bildirmislerdir. Bu arastirmada, dimethoate uygulamasi O. mykiss’te testosteron
seviyesinde bir degisime neden olmazken, 17B-estradiol dizeyinde 5 ve 15. gunlerde
onemli bir artisa ve 30. glinde ise oOzellikle yiiksek derisimlerde azalmaya neden
olmustur. Makynen vd. (2000) vinclozolin uygulanan ergin erkek P. promelas’da benzer
sonuclar bulmuslar ve pestisitin anti androjen olarak etki etmedigi sonucuna
varmiglardir. C. auratus’da atrazine uygulamasi erkek baliklarda plazma estradiol
seviyesinde artisa ve testosteron seviyesinde azalmaya neden olmustur. Arastirmacilar
atrazinin aromataz aktivitesini stimiile edici etkisinin oldugunu ve testosteron-estradiol

doniisiimiinii arttirdigini ileri siirmiislerdir (Spano vd., 2004).

Erkek baliklarda az miktarda estradiol bulunmasina karsin, karacigerlerinde estradiol
reseptorlerine sahiptirler (Kime, 2001). Plazmada androjenlerin azalmasi ve/veya
estradiol diizeyinin artmasi erkek baliklarin antiandrojenik ya da Ostrojenik
ksenobiyotiklere maruz kaldigini gostermektedir (Milnes vd., 2006). 17B-estradiol
duzeyindeki artis Ostrojen agonist olarak etki edebilen kimyasal maruziyetine isaret
etmekte ve erkek O. mykiss’te belirlenen 17p-estradiol induksiyonu dimethoate’nin
Ostrojenik aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Uygulamanin 30. giinii 17p3-estradiol
diizeyinde belirlenen azalma son iiriin mekanizmasi ile hormon derisimini diizenleyen

endokrin homeostaz mekanizmasinin aktivasyonunun bir sonucu olabilir.

Ostrojenler ve ostrojenik etkiler (feminizasyon) iizerinde yogunlasilmasma ragmen,
sucul ortamda androjenik ve antiandrojenik etkiye sahip kimyasallarin varligi da
kanitlanmistir (Sumpter, 2005). Martinovic vd. (2008) vinclozolin’in P. promelas’da
erkek ikincil egsey karakterlerinin anlatimin1 engelleyerek anti androjenik, Zhang ve Yin
(2008) pentachlorophenol’iin C. carassius’ta testosteron seviyesinde artisa neden olarak

androjenik etki mekanizmasi ile reprodiiktif basariy1 etkiledigini saptamislardir.

Kortizol, glukokortikoid ve mineralokortikoid olarak fonksiyon gorerek i¢
metabolizmay1 ve elektrolit dengesini diizenleyen kortikosteroid bir hormondur. Stres
altindaki balikta néroendokrin yanit, yiiksek kortizol derisimi ile karakterizedir. O.
mykiss’te dimethoate uygulamasi kortizol derisiminde doz ve siire bagimli bir
indiiksiyon ile sonu¢lanmigtir. Endrin etkisinde Salmo gairdneri Richardson, 1836
(Bennett ve Wolke, 1987) ve O. mykiss’te lindane etkisinde benzer bulgular bildirilmistir
(Aldegunde vd., 1999). Bu yanit strese karsi koymak icin adaptif bir yanit olabilir.

Ancak uzun stireli kirletici etkisinde kortizol miktarinin indiiksiyonu reproduktif ve
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immiin fonksiyonlar1 bozabilmekte ve protein katabolizmasini stimiile ederek gelisimi

olumsuz sekilde etkileyebilmektedir (Thomas, 2008).

Hipotalamus hipofiz interrenal (HPI) son Griind olan kortizol stresle miicadelede gerekli
olan metabolik ve iyonik ayarlamalarda anahtar rol oynamaktadir. Bu nedenle HPI
ekseninin fonksiyonuna olumsuz etkilemekte ve hayvanin stres etkenine yanit verme
yetenegini degistirebilmektedir (Hontela, 1998). Tilapia mossambicus Peters, 1852°de
atrazine’nin hidromineral dengesine olan olumsuz etkilerini agik¢a kanitlayan Prasad ve
Reddy (1994), yiksek kortizol seviyesini pestisitin ozmotik kontrolu etkilemesi ile
aciklamiglardir. Kortizoliin hidromineral dengesindeki rolt bilinmektedir ve bu nedenle
pestisit ve/veya kirleticiler tarafindan tetiklenenen ozmoregiilasyon bozuklugu, baslica
ozmotik su girisinde artisa ve hidromineral dengesini diizenleme amaciyla kortizol

diizeyinde artisa neden olmaktadir (Wendelaar Bonga, 1997).

Wedemeyer ve Yasutake (1977) ¢ok diisiik kortizol diizeylerinin ciddi stres nedeniyle
interrenal yorgunlugun gostergesi oldugunu, buna karsin c¢ok yiiksek kortizol
diizeylerinin ise baligin kronik ya da akut stres altinda oldugunu belirttigini ileri
stirmiislerdir. Kortizol normal metabolizmada temel diizenleyici rol oynadigindan
bireyin davranisini da etkilemektedir (Prosser, 1985). Ksenobiyotiklerin strese karsi
kortizol yaniti kontrol eden HPI eksenini etkileyerek normal balik davranigim
degistirdigi gosterilmistir (Scott ve Sloman, 2004). Thangavel vd. (2005) dimecron
uygulanan Sarotherodon mossambicus Peters, 1852’de diisiik kortizol seviyesinin
pestisit stresi altinda metabolizma hizin1 diisiik tutmak i¢in adaptif bir stres yanit olarak

Onermislerdir.

Kirletici maruziyetini ve karaciger hastaliklarin1 tanimlamak ic¢in hepatosomatik indeks
organ diizeyinde biyomarkir olarak kullanilmaktadir. Dimethoate uygulamasi uzun siireli
uygulama sonrasinda HSI’de azalma ile sonuclanmustir. Yi vd., (2007) uzun siireli
alachlor uygulamasindan sonra C. auratus’ta benzer sonuglar elde etmislerdir. Adams ve
Mclean (1985) kimyasal sinifi, baligin tiirii ve yasina bagli olarak kirleticilerin karaciger
boyutunda artma veya azalmaya neden olabilecegini ileri stirmistiir. Kronik stres
nedeniyle ya da stres altinda beslenmenin diizensizlesmesi sonucunda enerjinin
tiikkenmesi, enerji rezervlerinin kaybi ile korele olarak karaciger kiitlesinde azalma ile
sonuglanabilir (Heath, 1995). Li vd. (2010) propiconazole uygulamasinin O. mykiss’te

HSI’de azalma ile sonuglandigini ve pestisitin dogrudan metabolizmay1 etkileyerek
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baligin gelisimini ve genel durumunu olumsuz yonde etkiledigini bildirmiglerdir.

Ancak hipertrofi ve/veya hiperplazi nedeniyle HSI’de artis belirlenen c¢alismalarda,
karaciger biiylimesi ve kimyasal uygulamasi arasinda nedensel bir iliski oldugu da ileri
siiriilmiistiir (Gill vd., 1990). Paraquat etkisinde O. niloticus’da gozlenen yiiksek HSI
degerleri, biyotransformasyon enzimlerinin aktivitelerinde artisla aciklanmistir

(Figueiredo-Fernandes vd., 2006).

Kime (2001), disi ve erkek baliklarda kirleticilerin etkilerinin en yaygin Ol¢iisiiniin
GSi’de azalma oldugunu bildirmistir. GSi’de degisim bozulmus reprodiiktif kapasiteyi
gosterdiginden, onemli bir biyomarkir olarak kullanilmaktadir. Pestisit etkisine yanit
olarak GSI’de azalmanin rapor edildigi calismalar da mevcuttur. H. fossilis’te y-HCH
uygulamasimdan sonra GSi’de belirlenenen 6nemli azalma gonad gelisiminin inhibe
olmasi seklinde yorumlanmistir (Singh ve Canario, 2004). O. mykiss’te dimethoate
etkisinde GSI’de degisim goriilmemistir. Sirastyla o,p’-DDT and DDT etkisinde
birakilan O. niloticus ve O. mossambicus’da benzer bulgular rapor edilerek, belirtilen
pestisitlerin endokrin bozucu fonksiyonlarmin GSI degisimi ile meydana gelmedigi

sonucuna varilmistir (Leanos-Castaneda vd., 2007; Mlambo vd., 2009).

AChE aktivitesindeki degisimler genellikle organofosforlu pestisit kirliliginin
biyomarkir1 olarak kullanilmaktadir. Balik tiirlerinde, AChE aktivitesinde %20
inhibisiyon organofosfat kirliliginin  gostergesi olarak degerlendirilirken, enzim
aktivitesinde %70-85 tiizerindeki inhibisyonun o6liim ile iliskili oldugu belirtilmistir
(Fulton ve Key, 2001). Ancak yapilan calismalarda, yiiksek diizeyde AChE
inhibisyonunun her zaman toksik etkilerle iligkili olmadig1 gosterilmistir.
Propoxur/isoprocarb etkisinde C. auratus beyin dokusunda enzim aktivitesinde %90
oraninda inhibisyon belirlenmistir (Wang vd., 2009). Ferrari vd. (2004), azinphos methyl
ve carbaryl ile yaptiklari ¢alismada, kolinestreaz inhibisyonu ile mortalite arasinda lineer
bir iliski olmadigini, O. mykiss’in beyin dokusunda enzim aktivitesinin tam
inhibisyonuna ragmen hayatta kaldigim1 bildirmislerdir. Beyin dokusunda AChE
aktivitesinin Onemli oranda inhibisyonuna ragmen baliklarin hayatta kalmasi

hayvanlarin gerekenden ¢ok daha fazla AChE aktivitesine sahip olmasi ile agiklanmigtir

(Ansari vd., 1987).

Dimethoate etkisinde O. mykiss’te AChE aktivitesi karaciger dokusunda siireye bagli

olarak %45-70, beyin dokusunda siire ve doza bagli olarak %55-94 oranlarinda
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inhibisyon gostermistir. Fenvalerate uygulamasinin C. mrigala’da AChE aktivitesinin en
yiiksek yiizde ile beyin dokusunda olmakla birlikte karaciger, solunga¢ ve kas
dokularinda inhibe oldugu belirtilmistir. Bu bulgular dokularda belirlenen ACh birikimi
ile desteklenerek, kolinerjik iletimin bozuldugu rapor edilmistir (Mushigeri ve David,
2005).

Diger organofosfatlar gibi, dimethoate da zayif AChE inhibitoriidiir ve toksisitesi baglica
metaboliti dimethoksondan kaynaklanmaktadir. Organofosforlu pestisitler sitokrom P59
enzim sistemi tarafindan aktive edilmekte ve tiirler arasinda goézlenen duyarlilik
farkliliklar1 detoksifikasyonda metabolik yollara ve atilim yetenegine bagli olarak
degismektedir. Bir kolinestreaz inhibitoriine maruz kaldiktan sonra AChE
inhibisyonunun siiresi, organizmanin enzim aktivitesini geri kazanmasin1 ve dogal
sartlarda hayatta kalma olasiligin1 etkilemektedir (Bretaud vd., 2002). Organofosfatlar
AChE aktivitesini geri donilisiimsiiz bir mekanizma ile inhibe ederler ve enzim

aktivitesinin de novo AChE sentezine dayanan geri eldesi yavastir (Ferrari vd., 2004).

Baliklar toksik madde etkisinde davranissal etkilerin degerlendirilmesinde sucul ortamla
dogrudan temasta olmalar1 ve bircok dogal sistemle ekolojik iligkileri nedeniyle ideal
hayvan modelidir (Kane vd., 2005). Kirletici etkisinde kirleticiden sakinma, beslenme
faaliyetinde, iiremede ve ylizme davraniglarinda degisiklik gibi ¢esitli hayvan
davraniglart  izlenebilmektedir. Davranigsal yanit viicut fonksiyonlarinda i¢
rahatsizliklarin gostergesidir ve genellikle altta yatan biyokimyasal, morfolojik ya da
fizyolojik bozukluklarin toplam etkisidir. Bu nedenle ¢evre kirliliginin biyokimyasal ve
ekolojik sonuglarimi birlestirerek, bir seri toksik etkiyi ve bunu telafi edici yanitlari

yansitabilmektedir (Little ve Finger, 1990).

Baliklarda kirleticiler tarafindan indiiklenen davranissal degisimler norolojik, duyusal,
metabolik ve endokrin bozulmasindan kaynaklanabilmektedir (Scott ve Sloman, 2004).
Norolojik bozulma ndrotransmitter seviyelerinin degisiminden (De Boeck vd., 1995;
Smith vd., 1995), ndrotransmisyon enzimlerinin inhibisyonundan (Suresh vd., 1992) ve
antioksidanlar gibi koruyucu enzimlerin inhibisyonundan kaynaklanabilmektedir
(Berntssen vd., 2003).

O. mykiss’te gozlenen davranigsal degisimler uygulamanin erken donemlerinde meydana
gelmistir ve yliksek derisimlerde daha siddetli gozlenmistir. Metribuzin uygulamasindan

sonra C. carpio’da (Velisek vd., 2009) ve cypermethrin uygulamasini takiben H.
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fossilis’te benzer bulgular bildirilmistir (Saha ve Kaviraj, 2003). Endosulfanin etkisinde
M. albus’ta onemli davranigsal anormallikler gozlenmis ve bu degisimlerin pestisit

indiiklii noérotoksisiteden kaynaklandigi ileri siirtilmiistiir (Siang vd., 2007).

Davranigsal yanitlarin = spesifik olmamasi nedeniyle, toksisite mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda biyokimyasal ve fizyolojik parametreler ile birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Spesifik bir etki tarzi olan organofosfatli pestisit toksisitesinde,
baliklarda AChE inhibisyonu ile davramis degisiklikleri arasindaki iligki yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (Fernandez-Vega vd., 2002, Xuereb vd., 2009). AChE
aktivitesinin azalmasi besin arama, besin kokusuna yonelme, es arama ve predatorleri
engelleme gibi optomotor davranislar etkilemektedir (Pan ve Dutta, 1998). Merkezi
sinir sisteminde ve noromiiskiiler baglantilarda AChE’nin kolinerjik sinir iletiminindeki
rolii dikkate alindiginda, diger anti kolinesteraz pestisitler ile yapilan ¢alismalarda da
belirtildigi gibi (Brewer vd., 2001; Rao vd., 2006; Kavitha ve Rao, 2008; Ballesteros
vd., 2009), O. mykiss’te gozlenen davranigsal degisimler dimethoate tarafindan AChE

enziminin blyuk oranda inhibe edilmesinin bir sonucudur.

Diazinon etkisinde A. anguilla’da aktivitede artis ve kasilma goriilmiis asir1 mukus
salgiladiklar1 ve renklerinin donuklastigi bildirilmistir (Sancho vd., 1993). Mukus salgis1
stres sartlarinda baliklarda gozlenen ortak bir yanittir. Viicut ve toksik ortam arasinda bir
bariyer olusturarak, kimyasalin tahris edici etkilerini minimum diizeye indirmek {izere

kimyasalla temasi azalttigi ileri stiriilmiistiir (Marigoudar vd., 2009).

Biyomarkir indiiksiyonu ile fizyolojik etkilerin meydana gelmesi arasindaki baglanti
molekiiler diizeyde her zaman tam olarak anlagilamamaktadir. Ancak metaller, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, organoklorlu ve organofosfatli pestisitler ile poliklorinli
bifeniller gibi farkli kimyasallar sucul ortamda oksidatif strese neden olmaktadir.
Oksidatif stres biyomarkirlar hayatta kalma veya tireme ile ilgili diger parametrelerle
birlikte ele alindiginda, olumsuz fizyolojik etkilerin, ortamdaki bu tip kirleticilerin

varligi ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (Lerner vd., 2007).

Dimethoate uygulamasi O. mykiss karaciger dokusunda antioksidan enzimler SOD, CAT
ve GPx aktivilerinde bifazik bir yanita neden olmustur. Enzim aktivitelerinde
uygulamanin 15. giiniine kadar gozlenen artis, uygulama sonunda belirgin azalma ile
kendini goOstermistir. Beyin dokusunda ise CAT aktivitesi degismezken, SOD

aktivitesinin ilk indiiksiyondan sonra kontrol diizeyinde oldugu belirlenmis, GPx

88



aktivitesi ise uygulamanin 15 ve 30. giinlerinde artis gostermistir. Her iki dokuda da

lipid peroksidasyonunun uygulama siiresi ile dogru orantili olarak arttig1 saptanmistir.

Kimyasal stresine yanitta antioksidan enzim aktivitelerinde artis olmas1 kesin bir kural
degildir; uygulama siiresine, derisimlere ve test organizmasinin duyarlhilifina gore
aktivitede induksiyon ve inhibisyon meydana gelebilmektedir (Cheung vd., 2001). Li vd.
(2010) carbamazepine etkisinde O. mykiss beyin dokusunda elde ettikleri sonuglar
adaptif asama ve inhibe edici asama olarak iki fazda simiflandirarak, kisa siireli
uygulamanin antioksidan enzimlerin indiiksiyonu yoluyla adaptasyonla sonuclandigini,
ancak uzun sireli uygulama sonrasi pestisitin beyin dokusunda 6nemli oksidatif hasara

neden oldugunu bildirmislerdir.

Hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri, savunma mekanizmasi olarak antoksidan enzimlerde
artisa neden olabilmektedir. SOD, siiperoksit anyonun su ve H,O,’ye dismutasyonunu
katalizlemekte, olusan H,O, CAT ve GPx enzimlerince detoksifiye edilmektedir. Bu
enzimlerin aktivitelerindeki artig toksik strese bir yanitttir ve reaktif oksijen tiirlerin
olusumunu noétralize etmeye caligmaktadir (Sies, 1986). Dimethoate etkisinde SOD
aktivitesinde belirlenen artisin, pestisit indiiklii stiperoksit anyon iiretimine dogrudan bir
yanit olarak olustugu disiiniilmektedir. Karaciger dokusunda CAT ve GPx enzimleri
benzer bi¢imde yanit vermekte ve hiicresel H,O liretimindeki degisimi yansitmaktadir.
Beyin dokusunda GPx aktivitesindeki artigin doza bagli olarak devam etmesi, H,O,’ye
ek olarak GPx’in  membran lipidlerinin peroksidasyonu ile Gretilen lipid
hidroperoksitlerin toksisitesine kars1 koruma saglamasindan kaynaklanmaktadir. SOD
aktivitesi ile H,O, iiretimi smirlandirildiginda, hidroperoksid radikal doénglsinin
sonlanma reaksiyonunun yavaslayarak hidroksil radikal birikimine neden oldugu ve lipid
peroksidasyonunu tetikledigi ileri siiriilmistiir (Michiels vd., 1994). O. mykiss’te her iki
dokuda da siireye bagl olarak lipid peroksidasyonunda kaydedilen artig hiicresel SOD
aktivitesinde saptanan azalma ile uyumludur. Bu nedenle GPx aktivitesinde belirlenen
indiiksiyon, asir1 lipid hidroperoksid radikal iiretimine bir yanit olarak meydana

gelmektedir.

Antioksidan enzim aktivitelerinde belirlenen artis enzim miktarinin degigsmesinden
(protein sentezi veya parcalanma) veya posttranslasyonel kovalent modifikasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Antioksidan enzimlerin ¢cogunun posttranslasyonel regiilasyona tabi

olmadig1 bilindiginden, dimethoate etkisinde indiiklenen enzim aktivitesi yiksek
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transkripsiyon ve/veya translasyondan kaynaklanmaktadir (Lushchak vd., 2005).

O. mykiss karaciger ve beyin dokularinda bazal enzim diizeylerinde ve dimethoate
toksisitesine yanitlarinda farkliliklar belirlenmistir. Beyin dokusunun diisiik antioksidan
kapasitesi ve yiiksek doymamis yag asidi igerigi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerine daha
duyarli oldugu bilinmektedir (Mates, 2000). Ancak karaciger, ksenobiyotiklerin ve
farkli toksik metabolitlerin detoksifikasyonunda temel organ oldugundan, ylksek
metabolizma ve oksijen tlketimine sahip olmakta ve organizmalarda muhtemelen
antioksidan savunma durumunu en iyi bi¢cimde yansitmaktadir (Wilhelm-Filho vd.,
1993). C. carpio karaciger dokusunda SOD aktivitesinde baslangi¢ indiiksiyonunu
takiben kaydedilen azalma, hexachlorobenzene (HCB) induklu oksidatif stres nedeniyle
olusan reaktif tiirlerin antioksidan kapasitesini agmasi seklinde yorumlanmistir. Aynmi
calismada beyin dokusunda artan lipid peroksidasyonuna paralel olarak GPx
aktivitesinin arttig1 bildirilerek, beyin dokusunun toksisiteye karaciger dokusundan daha

duyarl oldugu ileri siirtilmiistiir (Song vd., 2006).

Hiicre hasarinin iyi tanimlanmis mekanizmalarindan biri olan lipid peroksidasyonu,
hiicrelerde ve dokularda oksidatif stres biyomarkir1 olarak kullanilmaktadir. Lipid
peroksidasyonu sirasinda iretilen reaktif aldehitler, serbest radikallerin aksine
uiretildikleri yerden difiize olabilmekte ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 hedeflere ulagarak hasar
verebilmektedirler (Esterbauer vd., 1990). Organofosforlu pestisitler dogrudan hiicre
plazma membrani ile etkileserek lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedirler (Hai
vd., 1997). Ancak AChE inhibitorii tarafindan tetiklenen kolinerjik hiperaktivitenin
serbest radikal birikimi yoluyla lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve bu
mekanizmanin AChE inhibitoriince indiiklenen hiicre hasarinin baslangic asamasi
olabilecegi ileri siiriilmiistir (Yang vd., 1996). O. mykiss’te karaciger ve beyin
dokularinda lipid peroksidasyonunda belirlenen artis, dimethoate etkisi ile iiretilen
reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzimlerce tam olarak giderilemedigini
gostermektedir. Modesto ve Martinez (2010), roundup uygulamasinin P. lineatus’in
karaciger dokusunda baskilanan antioksidan enzim aktiviteleri ile paralel olarak lipid
peroksidasyonunda artisa neden oldugunu belirterek, antioksidan savunma
biyotransformasyon islemi sirasinda iiretilen reaktif tiirleri etkisiz hale getirmek igin

yeterli olmadigindan oksidatif stresin olustugunu rapor etmislerdir.

Tek hucre jel elektroforezi hiicrelerin mitotik olarak aktif olmalarini gerektirmediginden
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diger geleneksel sitogenetik yontemlere gore avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, comet
analizi genetik toksikoloji ve c¢evresel izleme alanlarinda DNA hasar1 ve akuatik
organizmalarin  genetik  kirleticilere = maruz  kalmasi  arasindaki iliskilerin
degerlendirilmesinde gii¢lii bir arag olarak kullanilmaktadir. O. mykiss eritrositlerinde in
vitro dimethoate uygulamasindan sonra gozlenen yiikksek DNA hasar diizeyi, diger
aragtirmalar ile paralellik gostermekte (Ventura vd., 2008; Nwani vd., 2010) ve balik
eritrositleri kullanilarak uygulanan comet analizinin kimyasallarin genotoksik etkilerini
belirlemede etkili oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica, artan dimethoate derisimi ile TM
ve LC arasinda bulunan pozitif korelasyon, TM ve LC’yi DNA hasarin1 daha hassas

bi¢imde yansitan parametreler olarak degerlendirmemize neden olmustur.

Kimyasal olarak organofosforlu pestisitler alkilleyici ajanlardir. Protein alkilasyonu
yoluyla DNA bazlarinin dogrudan ya da dolayli olarak alkilasyonu DNA hasar
mekanizmasi i¢inde yer almaktadir (Wild, 1975). DNA’daki elektronca zengin atomlar
elektrofiller tarafindan saldiriya aciktir ve metil, etil veya alkil gruplarinin transferi
mutajenik ve Kklastojenik etkilere neden olan fosforilasyon veya alkilasyon ile
sonuclanabilmektedir (Jayashree vd., 1992). Genotoksik bilesiklerin dogrudan
etkilerinin ve oksijen radikaller veya reaktif arabilesikler ile etkilesimlerinin de iplik
kiriklarina neden oldugu bilinmektedir (Eastman ve Barry, 1992). Organofosforlu bir
pestisit olarak dimethoate toksik etkilerini gostermek icin metabolik aktivasyona ihtiyac
duymaktadir, ancak orgafosfatlarla yiiriitillen in vitro ¢alismalarda oksidatif stresin
indiiklendigi ve DNA hasarinda artig oldugu rapor edilmistir (Giiltekin vd., 2000; Parra
vd., 2010). Cavalcante vd. (2008), P. lineatus eritrositlerinde roundup uygulamasi
sonrasi belirlenen yiiksek DNA hasarin1 herbisitin metabolizmasi sirasinda {iretilen
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile agiklayarak, reaktif tirlerin DNA ile
etkilesimlerinin comet analizinde belirlenen lezyonlara neden oldugunu ileri
stirmiislerdir. Yapilan in vitro bir ¢aligmada cypermethrin Danio rerio Hamilton, 1822
hepatositlerinde kuyruk momenti ve Olive kuyruk momentinde doza bagli bir artisa
neden olmustur ve bu bulgular karaciger dokusunda tetiklenen oksidatif stres ile
desteklenerek oksidatif DNA hasari seklinde yorumlanmistir (Jin vd., 2010). O. mykiss
eritorositlerinde dimethoate’nin DNA’ya hasar verici etkisi degisen antioksidan enzim
aktiviteleri ve artan lipid peroksidasyonu ile kanitlandig: iizere pestisitin oksidatif stresi
indiikleme potansiyeli ve elektrofilik yapist nedeniyle alkilleyici o6zelligi ile

aciklanabilmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

1. Dimethoate toksisitesi nedeniyle gozlenen hiperglisemik ve hipoproteinemik
tablonun, O. mykiss’te davranigsal degisimlerle desteklendigi gibi yiiksek metabolik

talebi karsilamak tizere meydana gelen adaptif yanitlar oldugu diisiiniilmektedir.

2. Kan profili, dimethoate uygulamasmnin O. mykiss’te 0Ozellikle uzun sireli
uygulama sonrasi anemiye neden oldugunu gostermektedir. Bu etki dimethoate’nin
eritropoetik  doku iizerindeki hiicre canliigimi etkileyen bozucu etkisinden

kaynaklanmaktadir.

3. Serumda belirlenen enzim aktivite sonuglari dimethoate’nin toksik etkilerini
dogrudan karaciger iizerinde gosterdigini ve hiicre membran permeabilitesinin

bozuldugunu ortaya koymaktadir.

4, Dimethoate O. mykiss’te anti-androjenik etki gostermemistir. Ancak bir Gstrojen
agonist gibi etki ederek ve 17p-estradiol seviyesinde belirlenen degisimle kanitlandigi
Uzere H-P ekseninde son {irlin inhibisyonunu degistirerek endokrin bozucu etki

gOstermektedir.

5. Kortizol seviyesinde zamana ve derisime baglh olarak gozlenen artis genel bir

adaptif yanit olarak meydana gelmektedir.

6. HSI’de belirlenen azalma dimethoate stresine karsi artan metabolik talep

nedeniyle enerji rezervlerinin kaybindan kaynaklanabilmektedir.

7. Dimethoate norotoksisitesinin temeli pestisitin antikolinesteraz ajan olarak etki
gostermesinden kaynaklanmaktadir. Ancak calisma bulgular ele alindiginda AChE
inhibisyonu ile lipid peroksidasyonu arasinda belirlenen iliski, dimethoate indiiklii

peroksidatif hasarin da pestisitin toksisitesine aracilik edebilecegini gostermektedir.
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8. O. mykiss’te karaciger ve beyin dokularinda antioksidan enzimlerde belirlenen
artisa ragmen, lipid peroksidasyonunda gozlenen slreye bagl artig, dimethoate etkisi ile
iretilen reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzimlerce etkisizlestirilemedigini

gostermektedir.

9. O. mykiss eritrositlerinde in vitro yurutilen Comet analizi, dimethoate’nin reaktif
oksijen tiirlerin iretimini indiikleyerek ve/veya alkilleyici 6zelligi nedeniyle DNA ile

dogrudan etkileserek genotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir.

10. Dimethoate’nin O. mykiss’te hematolojik, biyokimyasal ve genotoksik etkileri ile
norotoksisite ve endokrin bozucu potansiyeli bir arada ilk kez bu caligma ile
degerlendirilmistir. Farkli toksisite biyomarkirlarinin birlikte incelenmesinin, kimyasalin
toksik profilinin degerlendirilmesinde daha anlamli sonuglar elde edilmesine yardimei
oldugu ve subletal derisimlerde O. mykiss’te belirlenen yanitlar dikkate alindiginda,

dimethoate’nin oldukga toksik oldugu sonucuna varilmaistir.
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