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OZET

Bu ¢alismada farkli sicakliklarda deltamethrin uygulanmis pullu sazanda oksidatif
stresin arastirilmasi amaclandi. Bu amagcla, baliklar su sicaklig1 ayarlanabilir termostatl
isiticilarla 23 °C’ ye ayarlanmis 6 farkli cam akvaryuma stoklandi. Onbes giinliik
adaptasyon siiresinden sonra, baliklarin yerlestirildigi akvaryumlardan 2' sinin sicakligi 18
°C’ ye diisiiriiliirken, diger ikisinin ise 28 °C’ ye yiikseltildi. Bu gruplara 0.036 pg/L
konsantrasyonunda deltamethrin 14 giin siireyle verildi. Deneme sonunda baliklardan
karaciger ve solungac ornekleri alindi. Bu 6rneklerde lipit peroksidasyonun bir gdstergesi
olarak malondialdehit (MDA) diizeyi, rediikte glutatyon (GSH) diizeyi ile glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitesi belirlendi.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 18 °C ve 28 °C' deki gruplarin karaciger ve
solungacinda MDA diizeyi artti. Sicakliktaki degisimle eszamanli olarak deltamethrin
uygulanan gruplarda MDA diizeyleri 18 °C ve 28 °C' deki gruplardan daha yiiksekti. Bu
artis sicakligin 23 °C' de kaldig1 ve deltamethrin uygulanan grupta da gézlemlendi.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 18 °C ve 28 °C' deki gruplarin karaciger ve
solungacindaki GSH diizeyleri ve GST aktiviteleri azaldi. Sicakliktaki degisimle eszamanli
olarak deltamethrin uygulanan gruplarda GSH diizeyleri ve GST aktiviteleri 18 °C ve 28
°C' deki gruplardan daha diisiiktii. Bu azalma sicakligin 23 °C' de kaldig1 ve deltamethrin

uygulanan grupta da gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Balik, Glutatyon-S-tranferaz, Malondialdehit,
Oksidatif stres, Rediikte glutatyon, Sicaklik.



SUMMARY

Determination of Oxidative Stress in Scaly Carp (Cyprinus Carpio Linnaeus,

1758) Exposed to Deltamethrin in Different Water Temperature

In this study, it was aim to investigate oxidative stress in scaly carp (Cyprinus
carpio) exposed to delthamethrin in different temperatures. For this purpose, fish were
stocked to six different glass aquarium which was adjusted to 23 °C water temperature
with adjustable thermostat heaters. After fifteen days adaptation period, temperatures of
the two aquarium were dropped to 18 °C, while temperatures of the other two were
upgrade to 28 °C. These groups were exposed to 0.036 pg/L concentration of deltamethrin
for 14 days. At the end of the experimental period, the liver and gills were collected.
Malondialdehyde (MDA) level as an indicator of lipid peroxidation, reduced glutathione
(GSH) level and glutathione S-transferase (GST) activity were determined in these
samples.

The MDA levels were increased in the liver and gill of the groups at 18 °C and 28
°C when compared to the control group. The liver and gill MDA levels of the groups
treated deltamethrin simultaneously with the change in temperature were higher than the
groups at 18 °C and 28 °C. This increase was also observed in the group treated
deltamethrin at 23 °C.

The GSH levels and GST activities were decreased in the liver and gill of the
groups at 18 °C and 28 °C when compared to the control group. The GSH level and GST
activity of the groups treated deltamethrin simultaneously with the change in temperature
were lower than the groups at 18 °C and 28 °C. This increase was also observed in the

group treated deltamethrin at 23 °C.

Key words: Antioxidants, Fish, Glutathione-S-tranferase, Malondialdehyde, Oxidative
stress, Reduced glutathione, Temperature.
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1. GIRIS

Balik yetistiriciligi, diinyada hizla gelisen ve 6nem kazanan bir endiistri kolu
haline gelmistir. Ancak disaridan alinan pestisitler, agir metaller, sicaklik degisimleri, diyet
tipleri, oksijen miktari, parazitler ve farkli ¢evresel nedenler balikta serbest radikallerin
sebep oldugu oksidatif stresin artmasina dolayistyla da ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
Genellikle daha fazla iiriin elde etmek amaciyla tarim {irinlerinde zararli boceklerin ve
hastalik etkeni olan vektorlerin kontrolii igin pestisitler kullanilmaktadir (Abdollahi vd.,
2004). Pestisitlerin gelisigiizel kullanimlari sonucunda bozulan ekolojik denge nedeniyle
de ticari Onemleri biiyilk olan baliklar da dahil birgok hedef dis1 tiir olumsuz
etkilenmektedir (Ozcan Orug ve Uner, 1999).

Pestisitler sulara, yagmur, drenaj, yiizey akislari, sulama kanallari, bu kanallarda
yasayan bitkilere karsi kullanilmasi ve sulara yapilan direkt uygulamalar sonucunda
karigsmakta ve baliklar1 etkilemektedir. Baliklarda toplu 6liimlere neden olabilecegi gibi,
biiylimelerinde azalma, strese yol acarak hastaliklara kars1 duyarli hale gelme gibi sonuglar
dogurarak balik popiilasyonlarini olumsuz etkilemektedir. Ayrica pestisitler balik
viicudunda birikerek insanlara kadar ulagabilmektedirler (Atamanalp ve Yanik, 2001;
Karasu Benli ve Giilen, 2009).

Piretiroit smifi pestisitlerden olan deltamethrin genis bir aktiviteye sahip
olmasindan dolayr olduk¢a yogun olarak kullanilmaktadir. Baliklar i¢in oldukca toksik
olup o6zellikle sinir ve solunum sistemini olumsuz yonde etkilemektedir. Bununla birlikte
hematolojik, immunolojik, histopatolojik ve biyokimyasal olarak da negatif belirtiler
gostermektedir (Yonar ve Sakin, 2011).

Lipid peroksidasyon, membranda bulunan doymamis yag asitlerinin, serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve
pentan gibi ¢esitli iiriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipidlerin oksidasyonu sonucu lipid
peroksil radikali, lipid alkoksil radikali, alkil radikali, lipid aldehid gibi peroksidasyon
tirinleri meydana gelir. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak
aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki
alanlarindan  diffuze olup hiicrenin diger bdlimlerine hasar1 yayarlar. Lipid
peroksidasyonunun en o6nemli iriinii malondialdehit (MDA)' tir. Olusan MDA hiicre
membranlarinda iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz

baglanmasina yol acgar ve iyon gegcirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi



olumsuz sonuglara neden olur. Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle ol¢iilebilen MDA lipid peroksid seviyelerinin
Ol¢iilmesinde siklikla kullanilir (Morales vd., 2004).

Oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmasi mevcuttur. Bunlara ‘antioksidan savunma
mekanizmalar1’ ya da kisaca ‘antioksidanlar’ denir. Antioksidanlar serbest radikallere bir
hidrojen iyonu vererek veya bu radikalleri kendilerine baglayarak ya da onlar1 daha zayif
bir molekiile c¢evirerek radikal hasarindan viicudu Kkorurlar. Antioksidan savunma
sistemleri, birincil ve ikincil savunma sistemleri olmak iizere iki kategoride
siniflandirilirlar. Birincil savunma sistemleri antioksidan bilesikler ve antioksidan savunma
enzimleri olmak iizere iki grubu icerir. Antioksidan bilesikler, glutatyon, B-karoten, tirik
asit, C ve E vitaminlerini icerirken, antioksidan savunma enzimleri siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) glutatyon-S-transferaz (GST) ve
glutatyon rediiktaz (GR)' dan olusur. Ikincil savunma sistemleri, lipolitik ve proteolitik
enzimleri igerir. Her iki grup enzim de, hasar gormiis, degismis ya da bozulmus yag ya da
proteinlerin temizlenmesiyle savunmada ikincil bir hat gibi gorev alirlar. Bu proses reaktif
hiicresel bilesenleri uzaklastirir, aksi taktirde ortamda daha fazla oksidatif reaksiyonlar
meydana gelebilir (Kaya, 2005).

Deltamethrin' in farkli balik tiirlerinde farkli oksidan/antioksidan parametrelere
etkisini arastiran bir¢cok caligsma yapilmig ve bu pestisitin oksidatif strese sebep oldugu
belirlenmistir. Fakat farkli su sicakliklarinda bu pestisitin pullu sazandaki oksidatif
etkilerinin  hangi diizeyde gergeklestigini  arastiran  herhangi  bir  ¢aligmaya
rastlanilmamistir. Bu ¢alismayla farkli sicakliklarda tutulan pullu sazanda deltamethrin’ in
bazi antioksidan parametrelere etkisinin arastirilmast amaglanmastir.

Bu tez calismasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Y&netim Birimi

(FUBAP) tarafindan SUF.16.04. nolu proje olarak desteklenmistir.



1.1. Literatiir Bilgisi

1.1.1. Su Sicakhg

Tim canli organizmalarda oldugu gibi baliklarda da tiim yasamsal faaliyetler
sicaklikla etkilenmektedir. Ovaryum ve yumurta gelisimi, bagisiklik sisteminin galismasi,
canli agirlik kazanimi, osmoregiilasyon gibi bir¢ok yasamsal faaliyet su sicakliginin etkisi
altindadir (Dikel, 2009).

Sicaklik baliklar i¢in fizyolojik acgidan Kilit bir rol oynamaktadir. Baliklar
poikilotermik yani degisken sicaklikli canlilardir. Bagka bir ifadeyle bu tiir canlilarin viicut
1silar1 i¢inde bulunduklari su sicakligi ile aynidir. Bunun bir sonucu olarak baliklarin i¢inde
bulundugu su sicakligi degisince viicut 1silart da degismektedir. Tiim biyokimyasal
islemler sicakliga bagli olarak gergeklestigi icin sicaklikta olusacak her 10 °C lik bir
yiikselme tiire ve tiiriin yasamsal alanina bagl olmak sartiyla biyokimyasal siireci yaklasik
iki katina c¢ikarmaktadir. Diger taraftan oksijen ve oksijen tiikketimi de sicaklikla
etkilenmektedir. Oksijen tiiketimi sicakligin maksimum noktasina kadar bir artig
gosterdikten sonra sicaklik artisi devaminda orantili bir sekilde azalir ve 6ldiirticii sicaklik
noktasinda biter (Dikel, 2009).

Sazanlar i¢in optimum su sicakligi 23-24 °C arasindadir. Bu sicakligin altinda
tireme sanst bulunmamaktadir. 20 °C' nin lizerindeki sicakliklarda yem aldigindan devaml
biiytimektedir. Bu nedenle sicakligin diisiik oldugu yerlerde 3-4 yilda pazar boyuna
ulagirken bu siire sicak iilkelerde 1-1,5 yila inmektedir. Bu agidan Tiirkiye' de sazan
tiretimi agisindan ¢ok uygun kosullar mevcuttur (Cagiltay, 2007). Su sicakliginin 27-28 °C
ve flizerine ¢ikmasi gelisme ve yem alinimi iizerine negatif etki yaptigindan baliklar

olumsuz etkilenmektedir (Alpbaz, 2005).

1.1.2. Pestisitler

Suda yasayan canlilarda birikime neden olan, saglik agisindan tehlike olusturan ve
ekolojik dengeyi bozan maddelerden yaygin olanlart; pestisitler, bazi organik maddeler,
endiistriyel atiklar, petrol ve tiirevleri, yapay tarimsal giibreler, radyoaktivite, deterjanlar,
inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik gazlardir (Hu,
2000). Bunlardan pestisitler; canli veya cansiz maddeler iizerinde yasayan ve besin

maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi, depolanmasi veya tiiketilmesi sirasinda onlarin besin



degeri ve kalitelerini azaltarak veya bozulmalarina sebep olarak etkisini gdsteren her tiirlii
bocek, kemirici, yabani ot, mantar, parazit vb., canlilar1 6ldiirmek amaciyla kullanilan
bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Bu maddeler canli organizmalar1 oldiirmek {izere
uretildikleri ve kullanildiklar1 i¢in sucul hayat agisindan potansiyel bir tehlike
kaynagidirlar (Lloyd, 1992).

Pestisitlerin su kaynaklarmma ge¢mesi suda yasayan canlilarin ya da su
kanallarinda yasayan bitkilerin ilaglanmasiyla, yerlesim bolgelerindeki kanalizasyona ve
lagim sularina karigmalariyla veya pestisit imalat artiklarinin desarji ile ger¢eklesmektedir.
Ayn1 zamanda yagmur sulari, drenaj sulari, yiizey akislar1 ve sulama kanallarina karisarak
da kontamine olurlar. Yine 6rnegin sivrisinek miicadelesinde oldugu gibi sulara yapilan
dogrudan uygulamalar sonucunda da su bitkileri veya dip ¢amurlari tarafindan tutulabilirler
(Tuncer, 1987). Pestisitlerin su icerisindeki hareketliligi, formiiliine ve kismen de suda
eriyebilirliligine baglidir. Suda eriyen veya suda eriyebilecek sekilde formiilize edilenler su
igerisinde kisa stirede ¢oOziiniirken, toz ya da graniil formunda bulunanlar su igerisinde
askida kalirlar ve uzun siire aktif maddelerinin yayilmasina neden olurlar (Toros ve
Maden, 1991).

Baliklar, pestisitleri ya solungaglari araciligiyla su ortamindan absorbe ederek ya
da kontamine materyalleri besin olarak tiikketmeleri sonucunda etkilenirler yada
zehirlenirler. Pestisitlerin baliklara olan etkileri degisik sekillerde goriilebilir. Yumurta
dokmeyi ve liremeyi durdurmak suretiyle olabilecegi gibi direkt olarak 6ldiirmek suretiyle
de balik populasyonu iizerinde etkili olabilmektedirler. Ayrica dokularda meydana
getirdikleri hasarlar nedeniyle baliklarda duyarliliga yol agarak mevsimlik 1s1
degisimlerinden ve gecici agliktan normalden daha fazla etkilenmesine sebep
olmaktadirlar. Daha hassas olan yavru baliklar ise bu durumdan daha da fazla zarar
gormektedir (Toros ve Maden, 1991). Baliklar i¢in oldukga toksik olan deltamethrin’in,
baliklarin 06zellikle sinir ve solunum sistemini olumsuz etkiledigi, bununla birlikte
hematolojik, immunolojik, histopatolojik ve biyokimyasal olarak negatif etkiler gosterdigi
belirlenmistir (Yonar ve Sakin, 2011). Ayrica baliklarin tiiriine ve kullanilan pestisitin
kimyasal yapisina bagli olarak pestisitlerin letal etkisinde degisiklik goriildigi
bildirilmektedir (Egemen ve Canyurt, 1996).

Pestisitler; aktif olduklart etkene gore (intektisitler, herbisitler, fungisitler,
akarisitler, rodentisitler, pisisitler, avisitler, mollususitler, nematositler), kimyasal tiplerine

gore (organofosfatlar, N-metil karbamatlar, klorlu hidrokarbonlar, bisditiyokarbamatlar,



organotinler, botanik kdkenli maddeler, arsenikler, fenoksialifatik asitler, piretroidler, fenol
tiirevleri, mikrobiyaller), kaliciliklarina gore (kalict olmayanlar, orta derecede kalici
olanlar, kalic1 olanlar, siirekli kalicilar) ve etki ettikleri canlilarin gelisim evrelerine gore
(larvisit, ovisit, adultusit) gruplara ayrilmaktadir (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Bunlardan
piretiroitler iki biiyiik gruba ayrilarak incelenebilir. Tip I piretiroitler (alletrin, permethrin,
piretrin), Piretiroit esterlerinden alfa cyano grubu icermeyenlerdir. Tip II Piretiroitler
(deltametrin, cypermethrin) ise alfa cyano grubu iceren Piretiroit esterleridir. (Gray, 1985;
Narahashi, 1985; Vijverberg ve De Weille, 1985). Piretiroit sinifi pestisitlerden olan
deltamethrin ise genis bir aktiviteye sahip olmasindan dolayr olduk¢a yogun olarak

kullanilmaktadir.

1.1.2.1. Deltamethrin

En aktif piretiroit pestisitlerden biri olan deltamethrin sentetik piretiroit bir
insektisittir.  Kimyasal adi1 (S)-alpha-cyano-3phenoxybenzyl (1R, 3R)-3-(2,2-
dibromovinyl)-2,2-dimethyl-cyclopropanecarboxylate, kapali formiilii Cp,H19Br,NO;3 olan
deltamethrin 1974 yilinda gelistirilmistir. Genis spektrumlu insektisit aktivitesinden dolayi
biiyiik oranda kabul géren, tarim ve ormancilikta yaygin olarak kullanilan piretiroidlerden
biridir. Ancak baliklarin sinir, solunum ve hematolojik sistemleri {izerinde birtakim zararl
etkilere neden oldugu da rapor edilmistir. Deltamethrinin baliklar tizerindeki akut etkileri
tizerine birtakim c¢alismalar yapilmistir. Deltamethrinin 96 saatlik LC50 degeri
Ctenopharyngodon idella, Cyprinus carpio, Esox lucius, Oncorhynchus mykiss, Tilapia
nilotica, Clarias gariepinus, Cyprinodon macularius, Gambusia affinis, ve Tilapia
mossambica ve Poecilia reticulata tiirleri i¢in belirlenmistir (Kan, 2011).

Deltamethrin akarlar, karincalar, kurtlar ve bocekler gibi zararlilara karsi
Gossypium hirsitum (pamuk), Zea mays (misir), Glycine max (soya fasulyesi) gibi gesitli
iriinlerde, tarim alanlar1 disinda golf sahalari, siis bahgeleri, ¢im ve dis ¢evre gibi alanlarda
cesitli pestlere kars1 da kullanilmaktadir. Deltamethrin, sinekler, antropotlar ve baliklar i¢in
son derece etkilidir, direkt temasi ve canli yenmesi halinde boceklere karst oldukca
zehirlidir. Bununla birlikte, memelilerde ise metabolizmas1 ve atilimi hizli oldugu igin

toksitesi daha diisiiktiir (Karaismailoglu, 2013).



1.1.3. Serbest Radikaller

Atomlarda bulunan elektronlar orbital iizerinde ¢ift olarak bulunurlar. Birgok
molekiil ¢ift elektronlu oldugu halde bazilar1 tek elektronlu yani eksik elektronludur. Eksik
elektronlu bu molekiiller ortamda bulunan diger molekiillerle etkileserek ya bir elektron
alirlar ya da bir elektron verirler. Bu sekilde etkilesime girdigi maddenin yapisini bozan bu
molekiillere serbest radikaller, oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen partikiilleri denir
(Delibas ve Ozcankaya, 1995; Benzer, 2001).

Oksidanlar tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca
elektron aligverisi yapabilen radikaller ve elektron eksigi olmadigi halde bagska molekiiller
ile radikallerden daha zayif bir bi¢imde birlesebilen non-radikaller olmak iizere ikiye
ayrilirlar. Molekiiler oksijenden su olusuncaya kadar meydana gelen radikaller; stiperoksid
radikali (O;"), hidroksil radikali (OH), alkoksil radikali (RO?) ve peroksil radikali
(ROO)’dir. Non-radikaller ise hidrojen peroksit (H,O,), lipit hidroperoksit (ROOH) ve
hipokloroz asit (HOCI)’tir (Cheeseman ve Slater, 1993; Benzer, 2001).

Stiperoksid radikalleri; tlim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda veya mitokondrial elektron transport zinciri, fagositoz yapan
hiicreler, ¢esitli enzimatik reaksiyonlar, hiicre membranlarinin hasariyla aciga c¢ikan
arasidonik asit vasitasiyla ya da indirgenmis gecis metallerinin ototoksikasyonu nedeniyle
meydana gelirler. Bu radikallerin inaktive edilmesi ise sliperoksid dismutaz ad1 verilen bir
enzim ile ger¢eklesmektedir (Mc Cord, 1983; Balik, 1986; Toker, 1990). Siiperoksid bir
serbest radikal olmasina ragmen kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Fakat hidrojen
peroksid (H20,) kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi onu
olduk¢a onemli kilmaktadir (Cheeseman ve Slater, 1993; Benzer, 2001). Siiperoksid
radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile birlesmesi sonucu reaktif
bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Béylece NO™ in normal etkisi inhibe
edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit
(NO2), "OH ve nitronyum iyonu (NO,") gibi daha baska toksik iiriinlere déniisiirler
(Beckman ve Tsai, 1994).

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya siiperoksid
radikalinin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu
ile birleserek H,O,’1 meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gegebilen uzun émiirlii
bir oksidandir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Benzer, 2001). H,O,’in asil iiretimi biyolojik

sistemlerdeki siiperoksidin dismutasyonu ile gergeklesir. Iki siiperoksid molekiilii iki



proton alarak H,O, ve O;’ i olustururlar. Reaksiyon sonucunda radikal olmayan firiinler
meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. H,O; bir serbest radikal
olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri icerisine girer ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir rol oynar. Ciinkii H,O, stiperoksid ile reaksiyona girerek en reaktif ve zararl
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (‘OH) olusturmak {iizere kolaylikla
yikilabilir. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir. Bu reaksiyon ya katalizor
varliginda ya da katalizorsiiz meydana gelebilir. Katalizorsiiz reaksiyon oldukg¢a yavas
ilerlerken demirle katalizlenen reaksiyon c¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir
(Fe*®) siiperoksid radikali tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenir. Sonra bu ferro demir
kullanilarak Fenton Reaksiyonu ile H,O,’ den "OH ve OH" iiretilir.

Hidroksil radikali; H,O, nin fotolizisiyle, ozona elektron transferiyle, iyonlastirici
radyasyonun suya etkisi ve radikal tepkimelerle olusabilen bir organik radikalin H,0, ile
tepkimeye girmesiyle iiretilebilir. Ancak canlilarda ‘OH {iretimi bakimindan en Snemli
tepkime Fenton tepkimesidir (Yonar vd., 2011).

Singlet oksijen (*O,), ortaklanmamus elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yonde
olan bagka bir orbitalle yer degistirmesi ile olusur. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur (Benzer,
2001).

Singlet oksijen hiicre membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan
reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol acar. Singlet oksijen diger
molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelere
girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir.
Doymamus yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini olusturur ve
‘OH kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baglatabilir (Kése ve Dogan, 1992;
Benzer, 2001).

1.1.3.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklari zaman organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Serbest radikaller
hiicrelerde lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim yasamsal bilesiklere zararli
bir sekilde etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi

bozduklar1 gibi, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirirlar. Proteaz,



fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve
galaktoz oksidaz gibi enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek savunma sistemlerini negatif
etkilerler.

Doymamis yag asitleri (PUFA)’ lerine kiyasla proteinler serbest radikal etkisine
kars1 daha az hassastirlar. Dolayisiyla baslayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla
ilerleme ihtimali daha disiiktiir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi
amino asit kompozisyonuna baglidir. Soyle ki; doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden
molekiillerin serbest radikallerle aktivitesi yiiksek oldugu igin triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden daha
kolay bir sekilde etkilenirler. Bunun sonucu olarak da 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli radikaller ortaya ¢ikar.

Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler
meydana gelir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobin O, veya H,0; ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep
olur (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1999; Dikici, 1999).

Serbest radikaller DNA’ y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar.
"OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere neden
olurlar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gecerek ve
hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre
Oliimiine yol agabilir. Bu ylizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilen 6nemli
bir hedeftir (Cheeseman ve Slater, 1993).

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler meydana
gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturabilme 0Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Knight, 1995; Benzer, 2001).

1.1.3.2. Lipid Peroksidasyon

Hiicre zarinda bulunan yagli molekiiller serbest radikaller tarafindan hiicuma
ugradiginda hiicre zarindaki lipitlerden bir elektron alinir ve lipid peroksit radikali
meydana gelir (Sekil 1.1) (Benzer, 2001).

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitlerden malondialdehit ve 4-hidroksi-

nonenal olusum yerlerinden kolayca difuz edilerek hiicrenin diger boliimlerinde hasara



yol agar. Peroksidasyon sonucu olusan malondialdehit, membran bilesenlerinin ¢apraz
baglanmalarina ve polimerizasyonuna yol agar. Bu da deformasyon, iyon transportu,
enzim aktivitesi ve hiicre bilesenlerinin 6zelliklerinin degismesine sebep olur (Akkus,
1999).

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil Onemi lipid
peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu
baslatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin par¢alanmalarini ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederler. Boylece daha az zararli olan

radikalleri daha zararl hale getirirler.

/ o \/_ \/—x Cok doymamg

RH yag asidi (LH)

/._____——_\/——— \/ \ Lipid radikali (L.)

/ \ /——\/_\ Dien Konjugati

0,

/:__\/ \/ \ Lipid peroksit

radikali (LOO.)
?-O-H

STV

hidroperoksit
(LOOH)

Sekil 1.1. Lipid peroksidasyon ve parcalanma iiriinleri (Halliwell ve Gutteridge, 1999).



Biyomolekiillerin tim biiyiik smiflart serbest radikaller tarafindan etkilendikleri
halde lipidler en hassas olanlaridir. PUFA’larin oksidatif yikimi lipid peroksidasyon olarak
bilinir ve oldukg¢a zararlidir. Cilinkii kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler
(Kose ve Dogan, 1992; Benzer, 2001).

Lipid peroksidasyonu organizmadaki bir serbest radikal etkisiyle membran
yapisindaki PUFA zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun
sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali 6zelligi kazanir. Olusan lipid radikali (L)
dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin
pozisyonlarinin degismesi ile dien konjugantlart olusur ve daha sonra lipid radikalinin
molekiiler oksijenle etkilesimi sonucu lipid peroksit (LOO) radikali meydana gelir. Lipid
peroksil radikalleri membran yapisindaki diger PUFA’ y1 etkileyerek yeni zincir
tepkimelerini baglatirken kendileride aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksidlerine (LOOH) doniistirler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam
eder.

Lipid peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandirilir ya da otokatalitik
yayllma reaksiyonlar1 ile devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid
hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baglangictaki etki alanlarindan
diffuze olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Lipid peroksidasyonu ¢ok zararlt
bir zincir reaksiyondur. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif
aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bdylece bir ¢ok hastaliga ve doku
hasarma sebep olur (Kose ve Dogan, 1992; Akkus, 1999; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999;
Benzer, 2001).

1.1.3.3. Malondialdehit (MDA)

Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
diffuze olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Lipid peroksidasyonunun en
Oonemli iirlinli malondialdehit (MDA)' tir. Olusan MDA hiicre membranlarinda iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Ug

veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle
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Olciilebilen MDA lipid peroksid seviyelerinin dl¢iilmesinde siklikla kullanilir (Morales vd.,
2004).

Normal metabolik sartlarda asetat veya malonata kadar okside olan ii¢ karbonlu
bir ketoaldehit olan MDA, daha sonra kreps dongiisii ile CO3’¢ indirgenerek atilir. MDA
konsantrasyonu, asir1 lipit peroksidasyonu sonucunda artarak dokulara hasar vermektedir

(Murray vd., 1996; Kalender vd., 2002).

1.1.4. Baliklarda Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirmis oldugu
hasarlar1 6nlemek i¢in birgok savunma mekanizmast bulunmaktadir. Bu yapilar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinmektedir.

Antioksidanlar; hiicre i¢i ve hiicre dist enzim ve enzim olmayan (non-enzim)
savunma mekanizmalar1 gelistirerek organizmayi oksijenin dejenarasyonuna ve diisiik
molekiil agirlikli serbest radikal tahribatina karsi korurlar (McLean vd., 2005).

Biitiin aerobik organizmalar gibi baliklarda da oksidatif stresi ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinirler ve enzimatik karakterdeki
stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-
tarnsferaz (GST) ile enzimatik olmayan rediikte glutatyon (GSH), A, E, C vitaminleri,
selenyum ve melatonin gibi maddelerden olusurlar (Dautremepuits vd., 2003; Trenzado
vd., 2006).

Baliklarin antioksidan savunma mekanizmalari; konak¢1 dokusunda hasara neden
olan etkenleri ortadan kaldiran veya yayillmasmi sinirlayan, enfeksiyonun meydana
gelmesini Onleyen ya da enfeksiyona karst viicudun yanit vermesini saglayan faktorlerin
bir gogunu igine almaktadir (McDowell 1989; Blazer 1992).

Baliklarin 6zellikle karaciger, solungag, sindirim kanali, deri, kalp, kas, ve
kaninda yiliksek antioksidan aktivite belirlenmistir (Trenzado vd., 2006). Fakat katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutayon peroksidaz aktivitesinin memelilere oranla baliklarda daha
diisiik oldugu bildirilmistir (Martinez vd., 2005).

Baliklarin yaslari ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki iligskiyi arastiran
caligmalar yapilmis ancak acik bir iligki bulunamamistir. Ancak baliklarda yas ilerledikge
radikal iiretimin artig1 ve antioksidan sistemin ise geriledigi saptanmistir (Martinez vd.,

2005).

11



Baliklarin antioksidan savunma sitemlerinin baligin beslenme davraniglarina ve
beslenme faktorlerine bagli oldugu da bildirilmistir. Herbivor baliklarda siiperoksit
dismutaz aktivitesi ile lipit peroksidasyon olusumu omnivor baliklara gore daha yiiksek
iken glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitesi ise daha diisiik bulunmustur. Ayrica
diyetlerdeki lipit ve vitamin miktarinin baliklarda oksidatif durumu ve antikosidan
savunmalarini etkiledigi bildirilmistir (Radi vd., 1985; Martinez vd., 2005).

Baliklarin antioksidan savunma sistemini etkileyen faktorler arasinda gevresel
sartlar, balik davramslari ve mevsimsel degisimler sayilabilir. ilkbaharda baliklardaki
antioksidan savunma sisteminin sonbahara nazaran daha aktif oldugu, en Onemli
degisikligin ise siiperoksit dismutaz aktivitesinde goriildiigii bildirilmistir (Gabryelak vd.,
1983; Martinez vd., 2005).

Genel olarak abiyotik, biyotik faktorler, yas, beslenme aliskanliklari, sicaklik,
¢Oziinmiis oksijen, sulardaki toksinlerin varligi, hastaliklar, baliklardaki antioksidan

savunma sistemini olumlu veya olumsuz etkileyebilir (Martinez vd., 2005).

1.1.5. Glutatyon

Glutatyon (GSH), genetik bilgiye ihtiyag duyulmadan karacigerde sentezlenebilen
glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisinden (Gly) olusmus bir tripeptitdir. Glu ile Cys bir y-
peptid bag ile baghdirlar. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan ¢ok onemli bir antioksidandir. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine  doniisiimiiniin  engellenmesinde rol alir.  Ayrica
proteinlerdeki stilfhidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.
Glutatyon yabanct bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin membranlardan
transportunu da saglar. Glutatyon eritrositleri, l6kositleri ve goz lensini oksidatif strese
kars1 korumada hayati 6neme sahiptir (Beutler vd., 1963, Piner, 2005).

Hiicrelerde iki formda bulunur. Bunlardan birincisi ve aktif formu olan
indirgenmis glutatyon (GSH) hiicrelerde baskindir. Ikincisi ise okside glutatyon (GSSG)
formu olup okside kosullarda iki molekill GSH arasinda disiilfid bagi kurulmasiyla
meydana gelir (Pena Llopis vd., 2001).

Diistik molekiiler agirlikli, siilfiir igeren GSH gibi bilesikler kolaylikla okside ve
hizli bir sekilde rejenere edilebildikleri i¢in bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik

reaksiyonda 6nemli bir rol oynarlar (Piner, 2005).
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Glutatyon, peroksidaz enzim ailesinin bir kofaktdrii olmasinin yanisira, askorbik
asit metabolizmasini, hiicreler arasi iletisimin siirdiirilmesini saglayan, genel olarak
proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarinin okside olmasini ve ¢apraz baglanmasini engelleyen
diger bircok metabolik siirecte yer almaktadir. Ayrica hiicre i¢i bakir transportunda da islev
goriir, GSH bakir iyonlar ile selatlar olusturur ve bunlarin serbest radikal olusturma
kapasitelerini azaltir. GSH koruyucu bir ajan olarak Iokoeritrin sentezinde yer alan
enzimler ve glioksilazlar1 da igeren farkli metabolik yollarda calisan bazi enzimler igin
kofaktor olarak rol oynar. GSH protein katlanmasinda ve insiilin gibi disiilfid baglar
tagiyan proteinlerin yikilmasinda da rol alir. GSH hiicre boliinmesi ve immiin yanitin
diizenlenmesi gibi gorevlerinin yani sira prostaglandin metabolizmasinin regiilasyonun da
rol oynamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Piner, 2005). Diger taraftan GSH toksik
bilesiklerle non-enzimatik veya GST ile enzimatik olarak GSH konjugatlari olusturmak

lizere reaksiyona girer (Anderson, 1998).

1.1.6. Glutatyon S-Transferazlar

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18)'lar, GSH ile elektrofilik bilesikler
arasindaki  konjugasyonu  katalizleyen, ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin
detoksifikasyonu ile biyotransformasyonunda goérevli faz 1l biyotransformasyon multigen
enzim ailesinin tyeleridir (Hamed vd., 2003). Girdigi reaksiyon sonucunda, bilesigin
hidrofilitesi artar ve molekiiliin lipid tabakasi igerisindeki dagilimi artar. Boylece hiicre igi
birikimi engellenmis olur. Enzimin sudaki ¢6ziinebilir formlari, molekiiler agirligi 25 kDa
olan alt {initelerden olugsmus dimerik yapili proteinlerden meydana gelmistir. Dimerik
enzimin her bir alt tinitesi farkli iki fonksiyonel bdlgeyi iceren aktif bir merkeze sahiptir.
Hidrofilik G bolgesi fizyolojik substrat GSH’1 baglarken komsu H bolgesi ise farkl
yapidaki elektrofilik substratlarin baglanmasi i¢in hidrofobik bir ortam yaratir. G bdlgesi
yiiksek GSH spesifitesinden dolay1 biitiin GST’lerde oldukca benzerdir. H bolgesi GST ler
arasinda tamamen farkli yapida olup substrat baglama kapasitesi ve ¢esitliligi son derece
degiskendir. GST’ler asagidaki gibi bir reaksiyonu katalizlemektedirler.

GSH + R-X -GSR + HX

Enzimin iki temel fonksiyonu su sekildedir. Birincisi aktif merkezine hem GSH

hem de elektrofilik substrati baglayarak GSH ile substratin etkilesimi saglamaktir. Ikincisi
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ise glutatyonun siilfidril grubunu aktive ederek GSH’in elektrofilik substrat tizerindeki
niikleofilik atagint gergeklestirmektir (Armstrong, 1997). Substratlarin elektrofilik
fonksiyonel merkezleri genellikle karbon, nitrojen veya siilfiirdiir. GSH’1n sistein rezidiisii
ile elektrofilik substrat arasinda kurulan tiyoeter bagi genellikle daha az reaktif ve suda
daha ¢ok ¢0ziinebilir tiriinlerin olusumuyla sonuglandigi i¢in; GST reaksiyonlar1 genellikle
detoksifikasyon mekanizmalaridir (Eaton ve Bammler, 1999).

Bitkiler, hayvanlar, omurgalilar, omurgasizlar ve bakteriler GST'lere sahiptirler.
Detoksifikasyonun yogun oldugu bolgelerde yiiksek aktivite gosterirler ve endoplazmik
retikulum membran: ile niikleustaki interkromatin bolgede yerlesiktirler. Ancak; enzimin
en cok bulunan formlari, homo veya heterodimerik yapidaki sitoplazmik GST’lerdir.
GST’ler merkaptiirik asit biyosentezinin baglangi¢ reaksiyonlarina aracilik ederler.
Merkaptiirik asit biyosentezi baslangigta GSH konjugatiyla baslayan ve daha sonra y-GT
tarafindan glutamik asitin uzaklastirilmasiyla noktalanan, sisteinilglisin konjugatinin
olusumuyla siiren birka¢ basamaktan olusmaktadir. Bu reaksiyonu glisinin uzaklastiriimasi
ile sisteinil S- konjugatinin yani pre-merkaptiirik asidin olusumu takip eder. N-
asetiltransferazlar tarafindan sisteinil S-konjugatinin asetilasyonu N-asetil tiirevi olan
merkaptiirik asit olusumu ile sonuglanir (Leblanc ve Dauterman, 2000).

GST'ler; cevre kirleticilerinden ilaclara, karsinojenlerden pestisidlere kadar bir¢ok
bilesigi metabolize ederler. GST ile reaksiyona girecek ksenobiyotiklerin hidrofobik olma,
elektrofilik bir atom ¢ekirdegi igerme ve GSH ile enzimatik olmayan kosullarda reaksiyona
girebilme ozelliklerine sahip olmasi gerekir. GST'lerin diger bir fonksiyonu, lipid
peroksitlerinin bozulma {riinleriyle GSH arasindaki konjugasyonda antioksidan gorev
almasidir. Baliklar i¢in organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda GST’ler GSH-
Px’ten ¢ok daha gereklidir (Stephensen vd., 2002). GSH-Px’ten farkli olarak H,O; igin
inaktif olan GST’ler; sadece organik hidroperoksitleri indirgerler ve selenyumdan bagimsiz
olarak is goriirler (Cnubben vd., 2001; Sen ve Packer, 2000). Selenyum eksikligi
durumunda GST devreye girerek kayip selenyuma bagimli GSH-Px aktivitesinin
boslugunu doldururlar. Selenyum varhginda ise enzimin bu goérevi baskilanmaktadir
(Leblanc ve Dauterman, 2000).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Alani
Arastirma, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi' nde bulunan balik havuzlarinda
ve Balik Hastaliklar1 Laboratuvar’' nda yiriitiildi. Arastirmada 33 X 100 x 60 cm

boyutlarindaki 18 akvaryum kullanildi.

2.1.2. Balik
Calismada, DSI IX. Bélge Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube Miidiirliigii’nden
temin edilen, yaklasik agirligi 30 = 5 g ve boyu 10 + 2 cm olan 0+ yas grubundaki 180 adet

pullu sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) kullanildi.

2.1.3. Deltamethrin

Aragtirmada ticari bir firmadan temin edilen kimyasal formiilii (S)-alpha-cyano-3-
phenoxybenzyl (1R, 3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropancarboxylate olan
deltamethrin (DECIS 2.5 EC, Bayer) kullanild:.

2.1.4. Arastirmada Kullanilan Arac-Gerecler ve Kimyasal Maddeler
Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1’°de, kullanilan arag ve geregler

ise Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Aragtirmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

Katalog Numarasi

2-Thiobarbituric acid, (TBA)
Trikloroasetik asit (TCA)

Perklorik asit

Sodyum Klortir (NaCl)
Metaphosphoric Acid

Disodyum etilendiamintetraasetik asit dihidrat (EDTA)
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,)
5,5’-Dithiobis (2- nitrobenzoic acid)
Sodyum sitrat

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,)
Sodyum azide (NaN3)

Hidrojen peroksit (% 37)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum karbonat (Na,CO3)
Potasyum sodyum tartarat
Bakir-2-siilfat

Folin ciocalteu phenol

GSH (Rediikte glutatyon)
Dinitroklorobenzen (CDNB)
Kalsiyum Kloriir (CaCly)

Trizma (Tris) (HoCH,)3(CNH),

16

Merck 1.08180.0025
Merck 807

Fluka 34288

Sigma —aldrich 13423
ABCR AB 125903
Sigma E5134

Merck 6580
AppliChem 69-78-3
Merck 1.06448.1000
Merck 4873

Riedel 35088

Merck 1.00314
Sigma S-0899
Merck 1.06398.1000
Merck 8085.1000
Merck 1.02787
Sigma F9252

Sigma G4251
ABCR AB 114728
Sigma -aldrich 12022
Merck 1.08387.0500



Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan arag ve geregler

Kullanilan arag¢ ve geregler

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)

Beher (25, 50, 100 ml)

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)

Cam tiip (16x100 mm)

Muayene Eldiveni

Mavi ve sar1 pipet ucu

Mikro pipet (0.1-10, 10-100, 100-1000 ul)
Spektrofotometre kiiveti (normal ve kuvartz)
Hassas terazi (0,01 g hassasiyetli)

Hassas terazi (0,001 g hassasiyetli)
Homojenizator

Bidistile su cihazi

Manyetik karistirict

Sogutmali santrifiij

-20°C sogutucu

Spektrofotometre

ICP-OES

Su banyosu

Vorteks

Isolab
Isolab
Isolab
Isolab
Nimo
BRAND
BRAND
Q-104

Shimadzu- UW 620 H
WiseStir HS-30E

NUVE NS 108

Colara Magnetomix

NUVE NF 800 R

Ugur Derin Dondurucu
Aquamete Spectronic Unicam
Optima 2000DV

Niive ST 402

Velp Scientifica 10.0176
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2.2. Metot

2.2.1. Deneysel Plan

Calismada canli olarak temin edilen pullu sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)
ornekleri, 33 X 100 x 60 cm ebatlarinda ve su sicaklig1 ayarlanabilir 1siticilarla 23 °C’ ye
ayarlanmig 18 farkli cam akvaryuma her birine 10 adet olacak sekilde yerlestirildi (Sekil
2.1).

15 giinliik adaptasyon siiresinden sonra, baliklarin yerlestirildigi akvaryumlardan
2' sinin sicaklig1 18 °C’ ye diisiiriiliirken, diger ikisinin ise 28 °C’ ye yiikseltildi. Bu iglem
her iki saatte bir sicakligin 1 °C azaltilmasi/arttirilmas: seklinde yapildi. Boylece 18, 23 ve

28 °C su sicakligina sahip asagidaki gruplar olusturularak deltamethrin uyguland.

Grup 1 (18 °C): 18 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

Grup 2 (23 °C): 23 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar (Kontrol
grubu),

Grup 3 (28 °C): 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

Grup 4 (18 °C + DM): 18 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda
deltamethrin uygulanan baliklar,

Grup 5 (23 °C + DM): 23 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda
deltamethrin uygulanan baliklar,

Grup 6 (28 °C + DM): 28 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda
deltamethrin uygulanan baliklar.

Calisma sirasinda su sicakliginin ayarlanan seviyelerde sabit kalarak siireklilik
gostermesi icin giinde 4 defa 6l¢lim yapildi.

Sazanlar i¢in optimum su sicaklig1 22-24 °C oldugu i¢in (Celikkale, 1994), 23 °C
sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar kontrol grubu olarak segildi.
Deltamethrin konsantrasyonu (0.036 pg/L; LCso degerinin yaklasik 1/2' si) ise Kopriicii ve
Aydin (2004)' e gore belirlendi. Calisma 3 tekrarli olarak yiiriitiildii ve her bir tekrar igin
60 adet olmak {izere toplamda 180 balik kullanildi.

Arastirma 14 giin siirdii ve ¢alismanin 3., 7. ve 10. giinlerinde akvaryum sularinin

2/3" i sifonlama yapilarak degistirildi. Eksilen sular daha dnceden sicakliklar: 18, 23 ve 28
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°C' ye ayarlanmis sularla tamamlandi. Ayrica bu giinlerde deltamethrin konsantrasyonu da

yenilendi.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan akvaryumlar

2.2.2. Biyokimyasal Analizler

2.2.2.1. Doku Orneklerinin Alnmasi ve Homojenatlarin Hazirlanmasi

Calismanin sonunda her gruptaki baliklar benzocain (25mg/L) ile anestezi edildi.
Anesteziden sonra klinik muayeneyi takiben usuliine uygun bir sekilde otopsisi yapilan
(Arda vd., 2005) baliklarin karacigeri ve solungaglari ¢ikarilarak folyolara sarildi ve - 20
°C' de derin dondurucuda muhafaza edildi. Karaciger ve solungag¢ 6rnekleri 30 giin
igerisinde islendi.

Karaciger ve solunga¢ drneklerinde antioksidan parametrelerin belirlenmesi i¢in
homojenatlar hazirlandi. Bunun i¢in 6rnekler serum fizyolojik (% 0,09 NaCl) ile yikandi,
iki slizge¢ kagidi arasinda suyu alindiktan sonra %]1.15’lik KCl i¢inde 1:10 oraninda

sulandirilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenatlarin 50 ml’lik propilen tiiplerde
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sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiijiinden sonra siipernatantlari

alindi.

2.2.2.2. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Karaciger ve solungag 6rneklerinin malondialdehit (MDA) diizeylerinde meydana
gelen degisimler Placer vd. (1966)' dan modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik
olarak Olc¢iildii. Buna gore doku orneklerinden 0,25 ml alinarak {izerine 2.25 ml renk
ayiract (TBA ve TCA) ilave edildi. Karistm 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 20
dakika kaynar su banyosunda bekletildi ve 532 nm’ de spektrofotometrede kore karsi

okundu.

2.2.2.3. GSH Diizeyinin Belirlenmesi

GSH tayini Ellman (1959) tarafindan bildirilen metotla yapildi. Buna gore,
karaciger ve solunga¢ Ornekleri  ¢Oktiirlici  sollisyonla (metafosforik asit,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), sodyum kloriir (NaCl)) ¢oktiiriildii ve 3000 rpm’ de
20 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak iizerine Ellman ayiracit ve disodyum

hidrojen fosfat (Na;HPOQ,) ilave edilerek 412 nm’de kore kars1 okundu.

2.2.2.4. GST Aktivitesinin Belirlenmesi
GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB), GSH ile konjugasyonu
sirasinda 0. ve 2. dakikalardaki absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi ile

slgiildii (Habig vd.,1974).

2.2.2.5. Protein Diizeyinin Belirlenmesi
Doku protein miktarlart GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve GSH diizeylerini

hesaplamak amaciyla Lowry vd. (1951) tarafindan tarif edilen yonteme gore 6l¢iildi.
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2.2.3. Istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonucglarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik
programi kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin incelenen
parametrelerinde meydana gelen degisimler tek yonlii varyans analizi (ONEWAY —
ANOVA) ile test edildi (Stimbiiloglu, 1998; Kocacaliskan ve Bingol, 2008; Kalayci,
2010). Grafiklerin ¢iziminde ise EXCEL programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

Calismaya baslamadan onceki 15 giinliik adaptasyon siirecinde pullu sazanlarda
herhangi bir 6liim olayina rastlanmadi. Adaptasyon ve deneme siiresi boyunca yem
alimlarinda herhangi bir aksaklik yaganmadi. Deneme siiresi boyunca kontrol ve deneme
grubu baliklarinda 6liim gozlenmedi. Su sicakliginin ayarlanan seviyelerde sabit kaldig1 ve
degisiklik gostermedigi tespit edildi.

Bu calismada farkli sicakliklardaki sulara ilave edilen deltamethrinin pullu
sazanlarin karaciger ve solunga¢ dokularindaki MDA ve GSH diizeyleri ile GST

aktiviteleri tizerine olan etkisi belirlendi.

3.1. MDA Diizeylerindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger ve solungag MDA diizeylerinde
asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinin karacigerinde MDA diizeyi 1,75 £ 1,49 nmol/g
protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat deltamethrin
uygulanmayan baliklarda MDA diizeyleri sirasiyla 3,21 + 1,39 ve 4,09 £ 1,56 nmol/ g
protein degerlerine yiikseldi. Bu artiglar sirasiyla % 83,42 ve % 133,71 seklinde gerceklesti
ve istatistiksel olarak onemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C, 23 °C ve 28 °C
sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin karacigerinde MDA diizeyleri
strastyla 6,06 = 1,74, 3,24 + 1,01 ve 7,34 + 1,82 nmol/g protein degerlerine ylikseldi. Bu
artiglar her li¢ grupta da istatistiksel olarak 6nemli bulundu ve sirasiyla % 246,28, % 85,14
ve % 319,42 olarak gergeklesti (p < 0,05, Tablo 3.1. ve Sekil 3.1.).

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinin solungacinda MDA diizeyi 2,02 + 0,90 nmol/g
protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat deltamethrin
uygulanmayan baliklarda MDA diizeyleri sirasiyla 2,58 + 1,22 ve 4,61 + 1,87 degerlerine
ulasti. Bu artiglar sirasiyla % 27,72 ve % 128,21 seklinde gergeklesti ve istatistiksel olarak
onemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C, 23 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan ve
deltamethrin uygulanan baliklarin solungacinda MDA diizeyleri sirastyla 5,11 + 1,30, 4,54
+ 1,33 ve 8,21 £ 1,77 nmol/g protein degerlerine yiikseldi. Bu artislar her li¢ grupta da
istatistiksel olarak 6nemli bulundu ve sirasiyla % 152,97, % 124,75 ve % 306,43 olarak
gerceklesti (p < 0,05, Tablo 3.1. ve Sekil 3.1.).
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Yalniz sicakligin azaldigi (18 °C) ve arttig1 (28 °C) gruplarda karaciger ve solungag
MDA diizeyleri kontrol grubu (23 °C)' na gore artarken, sicakliktaki degisimle eszamanl
olarak deltamethrin uygulanan gruplar (18 °C + DM ve 28 °C + DM)' da MDA diizeyleri
daha fazla artt1. Bu artis sicakligin 23 °C' de kaldig1 ve deltamethrin uygulanan grup (23 °C
+ DM)' ta da gozlemlendi.

Tablo 3.1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki MDA diizeyi (Ortalama =+ standart hata,
nmol/g protein).

Gruplar Karaciger Solungacg
18 °C 321+1,39° 2,58 +1,22°
23 °C (Kontrol) 1,75+ 1,492 2,02+ 0,902
28 °C 4,09 + 1,56 ° 4,61 +1,87°
18 °C + DM 6,06 + 1,74¢ 511+£1,30°¢
23 °C + DM 324+1,01°" 4,54+ 133"
28 °C + DM 734+1,82° 821 +1,77¢

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

18 °C + DM: 18 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
23 °C + DM: 23 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
28 °C + DM: 28 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar.
abede Ay siitundaki farkls harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

23



=
o
)

MDA Diizeyi (nmol/g protein)
o - N w B (6] » ~ oo ©

i W Karaciger
T I ® Solungag

18°C 23°C 28°C 18 °C+DM 23 °C+DM 28 °C+DM

Gruplar

Sekil 3.1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki MDA diizeyi (Ortalama =+ standart hata,
nmol/ g protein)

3.2. GSH Diizeylerindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger ve solungag GSH diizeylerinde
asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinin karacigerinde GSH diizeyi 39,23 + 5,90 umol/g
protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat deltamethrin
uygulanmayan baliklarda GSH diizeyleri sirasiyla 30,75 + 6,43 ve 23,86 = 5,07 umol/g
protein degerlerine indi. Bu azalmalar sirasiyla % 21,61 ve % 39,17 seklinde gergeklesti ve
istatistiksel olarak onemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C, 23 °C ve 28 °C
sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin karacigerinde GSH diizeyleri
sirastyla 11,13 £+ 3,03, 16,30 = 4,91 ve 9,95 £ 2,68 umol/g protein degerlerine indi. Bu
azalmalar her ii¢ grupta da istatistiksel olarak 6nemli bulundu ve sirasiyla % 71,62, %
58,45 ve % 74,63 olarak gergeklesti (p < 0,05, Tablo 3.2 ve Sekil 3.2).

Kontrol grubu (23 °C) baliklariin solungacinda GSH diizeyi 15,70 + 2,62 pmol/g
protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat deltamethrin
uygulanmayan baliklarda GSH diizeyleri sirasiyla 12,53 + 1,99 ve 9,73 £ 1,47 pumol/g
protein degerlerine indi. Bu azalmalar sirasiyla % 20,19 ve % 38,02 seklinde gergeklesti ve
istatistiksel olarak Onemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C, 23 °C ve 28 °C

sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin solungacinda GSH diizeyleri
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sirastyla 8,29 + 1,07, 13,09 + 1,58 ve 7,09 + 1,24 umol/g protein degerlerine indi. Bu
azalmalar her ii¢ grupta da istatistiksel olarak 6nemli bulundu ve sirasiyla % 47,19, %
16,62 ve % 54,84 olarak gergeklesti (p < 0,05, Tablo 3.2 ve Sekil 3.2).

Yalniz sicakligin azaldigi (18 °C) ve arttign (28 °C) gruplarda karaciger ve
solunga¢ GSH diizeyleri kontrol grubu (23 °C)' na gore azaldi. Bu azalmalar sicakliktaki
degisimle eszamanli olarak deltamethrin uygulanan gruplar (18 °C + DM ve 28 °C + DM)'
da daha fazla oldu. Sicakligin 23 °C' de kaldig1 ve deltamethrin uygulanan grup (23 °C +

DM)' ta da bu azalma gozlemlendi.

Tablo 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularimdaki GSH diizeyi (Ortalama + standart hata,

pmol/g protein)
Gruplar Karaciger Solungac

18 °C 30,75+ 6,43 ¢ 12,53 + 1,99 ¢

23 °C (Kontrol) 39.23+5,90f 15,70 £ 2,62°
28 °C 23,86 + 5,07 ¢ 9,73 +1,47°¢

18 °C + DM 11,13 £3,03° 829+1,07°
23 °C + DM 16,30 £ 4,91 ¢ 13,09 + 1,58 ¢
28 °C + DM 9,95+ 2,68 2 7,09 + 1,242

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

18 °C + DM: 18 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
23 °C + DM: 23 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
28 °C + DM: 28 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar.
abedel Avny siitundaki farkl harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki GSH diizeyi (Ortalama + standart sapma,
pmol/g protein)

3.3. GST Aktivitelerindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger ve solunga¢ GST aktivitelerinde
asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinin karacigerinde GST aktivitesi 139,04 + 19,09
pumol/dakika/mg protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat
deltamethrin uygulanmayan baliklarda GST aktiviteleri sirastyla 108,71 £ 21,75 ve 99,01 +
17,51 pmol/dakika/mg protein degerlerine indi. Bu azalmalar sirasiyla % 21,81 ve % 28,79
seklinde gerceklesti ve istatistiksel olarak dnemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C,
23 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin karacigerinde GST
aktiviteleri sirasiyla 94,74 + 22,74, 117,22 £ 19,39 ve 81,26 + 11,81 umol/dakika/mg
protein degerlerine indi. Bu azalmalar her ii¢ grupta da istatistiksel olarak 6nemli bulundu
ve strastyla % 31,86, % 15,69 ve % 41,55 olarak gergeklesti (p < 0,05, Tablo 4.3. ve Sekil
4.3.).

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinin solungacinda GST aktivitesi 114,72 + 9,53
umol/dakika/mg protein olarak belirlendi. 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat
deltamethrin uygulanmayan baliklarda GST aktiviteleri sirasiyla 102,57 + 8,09 ve 98,21 +
10,81 pmol/dakika/mg protein degerlerine indi. Bu azalmalar sirasiyla % 10,59 ve % 14,41

seklinde gergeklesti ve istatistiksel olarak dnemli bulundu. Kontrol grubuna kiyasla 18 °C,
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23 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin solungacinda GST
aktiviteleri sirasiyla 89,03 + 12,65, 99,09 + 10,07 ve 85,88 + 10,10 umol/dakika/mg protein
degerlerine indi. Bu azalmalar her {i¢ grupta da istatistiksel olarak 6nemli bulundu ve
sirastyla % 18,47, % 13,62 ve % 25,13 olarak gerceklesti (p < 0,05, Tablo 3.3 ve Sekil
3.3).

Yalniz sicakligin azaldigi (18 °C) ve arttigr (28 °C) gruplarda karaciger ve
solunga¢c GST aktiviteleri kontrol grubu (23 °C)' na gore azaldi. Bu azalmalar sicakliktaki
degisimle eszamanli olarak deltamethrin uygulanan gruplar (18 °C + DM ve 28 °C + DM)'
da daha fazla oldu. Sicakligin 23 °C' de kaldig1 ve deltamethrin uygulanan grup (23 °C +

DM)' ta da bu azalma gozlemlendi.

Tablo 3.3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki GST aktivitesi (Ortalama + standart hata,

pmol/dakika/mg protein)
Gruplar Karaciger Solungag

18 °C 108,71 £21,75 ¢ 102,57 + 8,09°

23 °C (Kontrol) 139,04 + 19,09 © 114,72 £9,53°¢
28 °C 99,01 +17,51° 98,21+ 10,81 °

18 °C + DM 94,74 + 22,74 ° 89,03 + 12,652
23 °C + DM 117,22 + 19,39 ¢ 99,09 + 10,07 °
28 °C + DM 81,26 11,812 85,88 +10,10°

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve deltamethrin uygulanmayan baliklar,

18 °C + DM: 18 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
23 °C + DM: 23 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar,
28 °C + DM: 28 °C sicaklikta tutulan ve 0.036 pg/L konsantrasyonunda deltamethrin uygulanan baliklar.
abede Ay siitundaki farkls harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusan serbest radikaller degisik
bircok reaksiyonla hiicre ve dokularda olusur. Bu radikaller proteinler, lipitler,
karbohidratlar ve niikleik asitleri yikima ugratabilir. Ayrica DNA’ ya zarar verirler,
enzimlerin aktivasyonunu bozarlar ve membran gecirgenligini olumsuz etkilerler.
Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyon serbest radikallerin
uyardigi hiicre yikiminda onemli bir mekanizmadir. Bir¢ok hastalikta doku yikimi serbest
radikaller ve lipid peroksidasyon sonucu olusur. Organizmada serbest radikal reaksiyonlari
bir¢cok antioksidan sistemi ile kontrol edilir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu
Onleyen, temizleyen veya zincir kiran yapilar olarak islev goriirler (Bragadottir, 2001;
Benzer, 2001; Fontagné vd., 2006).

Diger yiiksek omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da lipid peroksidayon veya
MDA diizeyi hiicresel bilesenlerde meydana gelen oksidatif zararin en 6nemli gostergesidir
(Morales vd., 2004). Bu arastirmada da organ ve dokularda meydana gelen oksidatif stresin
belirlenmesi icin MDA diizeyindeki degisimler incelenmistir.

Mise Yonar vd. (2013) kontrol (24 °C) grubuna gore 20 °C ve 28 °C' lik
sicakliklarin uygulandigi pullu sazanin karaciger ve bobrek dokusundaki MDA diizeyinin
onemli diizeyde arttigini ifade etmislerdir. Vinagre vd. (2012), 16 °C' ye adapte ettikleri
deniz levrekleri (Dicentrarchus labrax)' nde su sicakliginin 18, 24 ve 28 °C' ye
yiikseltilmesiyle kas MDA diizeyinin yiikseldigini bildirmislerdir. Roche ve Bogé (1996)
ayni balik tlirtinde oksidatif stres {izerine sicakligin etkisini arastirmiglardir. Sonug olarak
uygulamadan 12 saat sonra lipit peroksidasyon ve katalaz aktivitesinin termal stresle
arttigin1 bulmuglardir. Hwang ve Lin (2002) tarafindan yapilan bir ¢caligmada da 25 °C ve
35 °C' de 10 hafta igin ayr1 ayr kiiltiir edilen sazanlarda hepatopankreas ve kas
dokusundaki TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) diizeyinin 35 °C' de tutulan
baliklarda 25 °C' de tutulanlara kiyasla arttigi, bu baliklara vitamin C uygulamasiyla bu
olumsuzlugun giderildigi belirlenmistir. Diger taraftan diisiik sicakligin baliklarda
olusturdugu oksidatif stres de arastirilmistir. Ornegin 11 °C' den 8 °C' ye sicakligin
diisiiriilmesiyle strese sokulmus salmonlarin karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki lipid
peroksidasyon diizeyleri arastirilmis, 48. saatten itibaren MDA diizeyindeki artis en yiliksek
bobrekte en az karacigerde belirlenmistir. Bunun nedeni de karacigerde vitamin E

diizeyinin yliksek, borekte ise diisiik olmasina baglanmistir (Welker ve Congleton, 2004).
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Bu c¢alismada da kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C)
sicaklikta tutulan fakat deltamethrin uygulanmayan baliklarin karaciger ve solungag MDA
diizeyleri istatistiksel olarak Onemli diizeyde artmistir. Bu sonu¢ yukaridaki
arastirmacilarin bulgulariyla paralel bulunmustur.

Diger taraftan diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C) sicaklikla birlikte pestisit
uygulamasi oksidatif stresin siddetini daha da arttirmistir. Kaur vd. (2011) tarafindan
yapilan bir ¢alisma da 3 saat i¢in sicakligin 32 °C' ye yiikseltilmesiyle strese sokulmus ve
daha sonra 0.75 ppb konsantrasyonunda 48 saat siireyle deltamethrin uygulanmis Channa
punctata tiirii baliklarda karaciger, bobrek ve solungag lipit peroksidasyon diizeyinin arttig1
belirlenmistir.

Pestisitler serbest radikal olusumuna yol agarak veya serbest radikalleri inhibe eden
antioksidan enzimleri etkileyerek oksidatif strese neden olmaktadirlar. Lipid peroksidasyon
pestisitlerin neden oldugu toksik etkilerden biridir (Ozcan Oru¢ ve Usta 2007). Farkli
arastirmacilar tarafindan yiritiilen ¢alismalarda deltamethrinin baliklarda oksidatif strese
yol agtif1 ifade edilmistir. Ornegin; Yonar ve Sakin (2011) 24 °C su sicakhiginda
yirittiikleri ¢aligmalarinda 0.018 pg/L ve 0.036 pg/L  konsantrasyonlarindaki
deltamethrinin sazanlarin kan, karaciger, bobrek ve solungaglarinda MDA diizeyini
arttirarak oksidatif strese sebep oldugunu bulmuslardir. Benzer bir sonu¢ Sayeed vd.
(2003) tarafindan bulunmus, 25 + 2 °C' de 48 saat i¢in 0.75 pg/L konsantrasyonundaki
deltamethrin uygulanan Channa punctatus tiiri baliklarin karaciger, bobrek ve
solungaclarinda lipit peroksidasyon diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada
da kontrol grubuyla ayni sicaklikta (23 °C) tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarda
MDA diizeyinin 6nemli diizeyde arttig1 dolayisiyla baliklarda oksidatif strese neden oldugu
belirlenmistir.

Baliklarin antioksidan savunma mekanizmalari; konak¢1r dokusunda hasara neden
olan etkenleri ortadan kaldiran veya yayillmasimi sinirlayan, enfeksiyonun meydana
gelmesini engelleyen ya da enfeksiyona karsi viicudun cevap vermesini saglayan
faktorlerin bircogunu icine almaktadir. (McDowell 1989; Blazer 1992). Yiiksek
omurgalilardaki gibi baliklarda da antioksidan sistem non-enzimatik ve enzimatik olarak
siniflandirilirlar. Baliklarda en Onemli antioksidan enzimler, aktiviteleri ve diger
antioksidanlarla iligkileri hakkindaki bilgilerin sinirli oldugu H,0,’yi temizleyen katalaz,

O, yi yok eden siiperoksid dismutaz, H,O; ve lipid hidroperoksitleri temizleyen glutatyon

30



peroksidaz ile glutatyona baghh diger enzim ve antioksidanlardir (Bell6 vd., 2000;
Mourente vd., 2002; Puangkaew vd., 2005).

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif
hasardan koruyan, enzimatik olmayan, tripeptit karakterinde, endojen, ¢ok &nemli bir
antioksidandir. GSH protein yapisindaki siilfhidril gruplarini indirgenmis halde tutarak
cogu protein ve enzimin inaktive olmasint engeller (Hayes and McLellan 1999). Bu
calismada diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C) sicakliklarda tutulan fakat deltamethrin
uygulanmayan baliklarin karaciger ve solungacindaki GSH diizeyi, kontrol grubu (23 °C)'
na gore diisitk bulunmustur. Hwang ve Lin (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada benzer
sonuglar elde edilmis, 25 °C' de tutulanlara kiyasla 35 °C' de tutulan sazanlarda
hepatopankreas ve kas dokusundaki GSH diizeyinin azaldigi belirlenmistir. Yine kisa
stireli yiiksek sicaklik uygulanan Heteropneustes fossilis tiirii baliklarda solungag GSH-Px
aktivitesi ve GSH diizeyi azalmistir (Parihar vd., 1997).

Ayrica GSH diizeyinin, diisiik ve yiliksek sicaklikla birlikte deltamethrin uygulanan
gruplarda daha fazla azaldig1 goriilmiis, diisiik (18 °C) ve yliksek (28 °C) sicakliklarda
tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarin karaciger ve solungacindaki GSH diizeyi
kontrol grubu (23 °C)' na gore diisiik bulunmustur. Bu sonucun aksine 1s1 stresine sokulan
ve arkasindan deltamethrin uygulanan ve yine deltametrin uygulandiktan sonra 1s1 stresine
sokulan baliklarin farkli dokularinda, non-enzimatik antioksidan (total tiyol ve protein
tiyol) diizeylerinin yalniz 1s1 stresine sokulan veya yalniz deltametrin uygulananlara kiyasla
daha fazla arttig1 belirlenmistir (Kaur vd., 2011).

Zebra baligi (Danio rerio)' na 25 + 2 °C' de 16 giin igin 0,016, 0,025 ve 0,043 pg/L
(swrastyla 96 saat i¢in LCs, LCyp ve LCyy degeri) konsantrasyonlarinda deltamethrin
uygulanan ¢alismada beyin ve kas GSH diizeyi kontrol grubuna goére azalmistir (Sharma ve
Ansari, 2013). Benzer bir sonug 25 £+ 2 °C' deki optimal su sicakliginda 5.19 pg/L
konsantrasyonunda deltamethrin uygulanmis Afrika yayin baligi (Clarias gariepinus)' nda
belirlenmis, karaciger, bobrek ve solungagtaki GSH seviyesinin azaldigr goézlemlenmistir
(Hamed, 2016). Benzer sonuglar bu ¢alismada da elde edilmis kontrol grubu (23 °C)' yla
ayni sicaklikta tutulmus ve deltamethrin uygulanmis gruplarda karaciger ve solungag GSH
diizeyi azalmistir.

GST, GSH ile birlikte elektrofilik gruplar tasiyan bilesikler arasindaki
konjugasyonu katalizleyen, bircok farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin

detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda rol alan, ¢ok fonksiyonlu faz II enzim
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ailesinin bir iyesidir (Hamed vd., 2003). Lou vd. (2011), Paralichthys olivaceus tiirii
baliklarin karacigerindeki siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitesinin
kontrol grubuna (25 °C) gore 28, 30 ve 32°C' deki deneme gruplarinda uygulamanin 13. ve
19. giinlerinde diistiigiinii belirlemislerdir. Kaur vd. (2005), kontrol grubu (20 °C)' na gore
3 saat i¢in sicakligin 12 °C arttirilmasiyla 32 °C' de strese sokulmus Channa punctata tiirii
baliklarda GST enzim aktivitesinin karaciger, bobrek ve solunga¢ dokusunda azaldigini
ifade etmislerdir. Benzer bir sonug bu calismada da elde edilmis, diisiik (18 °C) ve yliksek
(28 °C) sicakliklarda tutulan fakat deltamethrin uygulanmayan baliklarin karaciger ve
solungacindaki GST aktivitesi kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur.

Diistik (18 °C) ve yiiksek (28 °C) sicakliklarda tutulan ve deltamethrin uygulanan
baliklarin karaciger ve solungacindaki GST aktivitesinin kontrol grubu (18 °C)' na gore
azaldiginin belirlendigi bu arastirma sonuglarma gore, diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C)
sicaklikla birlikte deltamethrin uygulamasi deltamethrin uygulanmayanlara gore GST
aktivitesini daha da distirmiistiir. Kaur vd. (2011), kontrol grubu (20 °C)' na gore 32 °C' de
3 saat i¢in strese sokulmus ve daha sonra 0.75 ppb konsantrasyonunda 48 saat siireyle
deltamethrin uygulanmis Channa punctata tiirii baliklarda GST enzim aktivitesinin
karaciger ve solunga¢ dokusunda azaldigini, bobrekte ise arttigini ifade etmislerdir.
Karaciger ve solunga¢ dokusunda belirlenen azalma bu c¢aligma sonuglartyla paralellik
gostermektedir.

Onemli bir antioksidan enzim olan GST, pestisitlerin toksik etkilerine kars: farkli
reaksiyonlar gosterebilmektedir. Sayeed vd. (2003) 25 + 2 °C' de 48 saat i¢in 0.75 ug/L
konsantrasyonundaki deltamethrin uygulanan Channa punctatus tiirii baliklarin karaciger,
bobrek ve solungaclarinda GST aktivitesini arastirmistir. Sonugta karaciger ve bobrek
dokusundaki GST aktivitesini kontrol grubundan yiiksek bulunurken solunga¢ dokusunda
ise diisiik bulunmustur. Kontrol grubu (23 °C)' yla aymi sicaklikta tutulan ve deltamethrin
uygulanan gruplarda karaciger ve solunga¢ dokusunun her ikisinde de GST aktivitesi
azaldig1 bu calismada, karaciger dokusunda belirlenen azalma yukaridaki arastirmacinin
bulgulariyla tezat olustururken, solunga¢ dokusundaki azalma paralel bulunmustur.

Bu calisma sonuglarina gore diisik (18 °C) ve yiksek (28 °C) sicaklik
uygulamasiyla MDA ve GSH diizeyi ve GST aktivitesinde belirlenen degisiklikler
baliklarin 6zellikle optimum araliklar disindaki ¢evresel sicakliga olduk¢a duyarh
oldugunu gostermistir. Optimum sicaklik disindaki degerlerin baliklarda oksidatif stresi

arttirmas1  sicakligin hiicresel 0Ozellikle de mitokondriyal fonksiyonlar1 etkiledigini
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gostermektedir (Vinagre vd., 2012; Kaur vd., 2005). Diger taraftan (18 °C) ve yiiksek (28
°C) sicaklik uygulamasi GSH diizeyi ve GST aktivitesini diistirmiistiir. Bunun nedeni
sicaklik farkliliklarin neden oldugu antioksidanlarin denaturasyonu veya protein
sentezindeki bozulmalar olabilir (Heise vd., 2006; An ve Choi, 2010)

Deltamethrine karsi baliklarda oksidatif hasar ve antioksidan mekanizmalarinin
boyutlartyla ilgili ¢aligmalar mevcut olmasina ragmen, pullu sazanda ¢evresel veya farkli
stres faktorleriyle birlikte deltamethrinin etkilerini arastiran herhangi bir calismaya
rastlanilmamistir. Baliklarin fizyolojisi, yasadiklar1 g¢evrenin sicakligiyla kuvvetli bir
sekilde iliskili oldugundan, kimyasallara karsi tepkileri de sicakligin etkisindedir.
Mevsimsel sicaklik degisiklikleri baliklarin fizyolojisi {izerine derin etkilere sahip oldugu
icin bu da kimyasallarin toksisitesinin degismesine neden olur (Vinagre vd., 2012). Sekine
vd. (1996) su sicakliginin artmasi1 veya azalmasmin kirleticilerin toksisitesini
etkileyebilecegini ifade etmistir. Bu nedenle, piretroidlerin sudaki varligi ve su sicakligi
baliklarda toksik etkileri modiile edebilir. Bu ¢alisma da en 6nemli ¢evresel faktorlerden
biri olan sicakligin deltametrinin toksisitesi lizerinde belirgin bir etkisinin oldugunu
gostermistir.

Yapilan bu ¢alisma sonuglarina gore kontrol grubu (23 °C)' yla ayni sicaklikta
tutulan ve deltamethrin uygulanan baliklarda karaciger ve solunga¢ dokusunun her ikisinde
de GSH diizeyi ile GST aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. Her iki dokuda da antioksidan
kapasitenin deltamethrin uygulamasiyla olusan radikallerle asildigi ve radikalleri
temizlemede antioksidan mekanizmanin basarisiz oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ MDA
diizeyindeki artigla da desteklenmektedir. Bunun nedeninin antioksidanlarin sentezi

tizerine deltamethrinin inhibisyonu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. ONERILER

Sicakligin azalmasi ve artmasi karaciger ve solunga¢ dokusunda MDA diizeyini
arttirarak oksidatif strese yol a¢mustir. Sicakliktaki degisimle eszamanli olarak
deltamethrin uygulanan gruplarda MDA diizeyi, buna bagh olarak da oksidatif stresin
siddeti daha fazla artmistir. Diger taraftan sicakligin kontrol grubuyla ayni kaldigi ve
deltamethrin uygulanan grupta da oksidatif stresin olustugu goézlemlenmistir. Sicakligin
azaldig1 ve arttig1 gruplarin karaciger ve solungacinda GSH diizeyi ve GST aktivitesi
kontrol grubuna gore azalmig, bu azalmalar sicakliktaki degisimle eszamanli olarak
deltamethrin uygulanan gruplarda daha fazla gerceklesmistir. Kontrol grubuyla ayni
sicaklikta kalan ve deltamethrin uygulanan grupta da bu azalmalar gézlemlenmistir.

Bu sonuglar sicaklik farkliliklarinin baliklarin fizyolojisi lizerine giiclii etkilerinin
oldugunu tekrar kanitlamigtir. Ayrica;

Baliklarin 6zellikle optimum araliklar disindaki ¢evresel sicakliga oldukga duyarl
oldugu,

Antioksidanlarin etkilerinin su sicakligiyla degistigi,

Sicakligin deltametrinin toksisitesi tizerinde belirgin bir etkisinin oldugu sonucuna
varilabilir.

Fakat farkli balik tiirlerinde, farkli sicaklik, siire ve konsantrasyonlarda pestisit

uygulamalarinin sonuglarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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