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Jiiri : Yrd. Dog. Dr. Hasan KARADAG
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: Yrd. Dog. Dr. Mehmet GUVENC

0 ppm’den 500 ppm’e artan deltamethrin ve alpha cypermethrin pestisit derigimi
ile sigir karaciger katalaz aktivitesi inhibisyona ugramistir. Deltamethrin’in 25, 50, 100,
250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde azalislarin sirasiyla 7,3;
16,9; 25,5; 40,7 ve 62,7 ppm oldugu hesaplanmistir. Alpha cypermethrin’in 25, 50, 100,
250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yilizde azaliglarin sirasiyla 2,3;
3,0; 10,2; 13,8 ve 16,3 oldugu hesaplanmigtir. Deltamethrin ve alpha cypermethrinin

CAT’1 yarigmasiz (non-kompetetif) olarak inhibe ettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Deltamethrin, Alpha cypermethrin, Inhibisyon, Pestisit ve

Katalaz.
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From O ppm to 500 ppm with increasing deltamethrin and alpha cypermethrin
pesticides concentrations, bovine liver catalase (CAT) activity were inhibited. Under the
exposure of 10, 25, 100, 250 and 500 ppm deltamethrin concentrations, percent of CAT
enzyme activity decreases were calculated as 7,3; 16,9; 25,5; 40,7 and 62,7 respectively.
Under the exposure of 10, 25, 100, 250 and 500 ppm alpha cypermethrin
concentrations, percent of CAT enzyme activity decreases were calculated as 2,3; 3,0;
10,2; 13,8 and 16,3 respectively. Deltamethrin and alpha cypermethrin inhibited CAT

non-competitively.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AChE : Asetilkolinesteraz

ACh - Asetilkolin

CAT : Katalaz

DNA : Deaksiriboniikleik asit

DDT :Dikloro Difenil Trikloroethan

EMEA :European Medicines Agency

GSH : Glutatyon

GST - Glutatyon-S-Transferaz

H.0, : Hidrojen peroksit

K, : 1nhibisyon sabiti

Km : Michealis-Menten hiz sabiti

LPO - Lipid peroksidasyonu

MDA : Malondialdehit

SOD : Siiperoksit dizmutaz

USEPA :United States Environmental Protection Agency
Vo - {lk Hiz

V max : Doygun substrat konsantrasyonunda enzimin ulasabilecegi maksimum
hiz

WHO : Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Enzim olarak tanimlanan protein yapili bazi molekiillerin biyolojik aktivite
gostermeleri ve reaksiyonlarda kataliz etkisi gostermeleri son derece ilgingtir. Hem
yumurtanin yapisinda bulunan albumin hem de pepsin protein yapisinda olmalarina
karsin, pepsinin yumurta albuminini katalize ettigi bilinmektedir. Her ikisi de protein
olan bu molekiillerin neden farkli davrandiklari kesin olarak bilinmemekle birlikte
amino asit diziliminin ve enzimin sahip oldugu ii¢ boyutlu yapinin buna sebep olduguna
inanilmaktadir (Goziikara 2001).

Louis Pasteur sekerin maya yardimiyla alkole fermentasyonunun fermentler
araciligiyla katalizlendigi sonucuna ulasti. Pasteur’un bu calismalar1 vitalizm fikrinin
uzun bir siire 0n planda tutulmasina sebep oldu. Vitalizm goriisliniin ¢iiriitiilmesi
tizerine biyokimya biliminin gelisiminin 6ni agilmis oldu. James Sumner’in 1926 da
tireaz1 izole edip kristallendirmesi enzim g¢aligmalarinda yeni bir donemin ortaya
¢ikmasini saglamistir (Cox ve Nelson 2005).

Biyokimya tarihinde yapilmis olan bilimsel arastirmalarin ¢ogu enzimlerin
incelenmesi ile ilgilidir. Kataliz olay ile ilgili ilk calismalar 1760-1825 yilar1 arasinda
midede gerceklesen enzimatik sindirim iizerinde gergeklestirilmistir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Giliniimiizde 2000'in iizerinde enzim saflagtirilarak tanimlamasi yapilmus,
enzimlerin kinetik degerleri incelenmis ve 200'n {izerinde enzimin kristal hali elde
edilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2000). Baz1 enzimler viicudun antioksidan savunma
sisteminde gorev alir ve metabolizmada bulunan serbest radikallerin organizmaya zarar
vermeyecek hale getirilmesine yardimer olurlar. Bu enzimlerden biri olan Katalaz
enzimi hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalar ve zararl etkisini ortadan kaldirir
(Akkus 1995).

Pestisit kullanimi, hem halk sagligi hem de aglikla savasta besinlerin korunmasi
acgisindan ekonomik anlamda Onemli faydalar saglamaktadir. Ama pestisitlerin
kontrolsiiz, denetimsiz ve bilingsiz kullanim1 toprakta, suda ve havada kirlenmelere
sebep olmaktadir. Kalint1 seklinde gergeklesen bu kirlenme de hem ekolojik dengenin
bozulmasina sebep olmakta, hem de insan saghgim ciddi sekilde tehdit edebilecek

boyutlara ulasabilmektedir. Pestisitlerin bir kismi spesifik olarak sadece hedef canli tiirii



icin zehirleyici etki gosterirken (selektif toksisite), bazi pestisitler ise insanlara ve diger
yararl canlhilara da zarar verebilmektedirler (Vural 1984, Ozmen 2004, Delen ve vd.
2005, Bigici ve vd. 2007).

Biitiin bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismamizda yapay piretroidler grubunda yer alan
a-Cypermethrin ve deltamethrin insektisitlerin katalaz aktivitesi iizerinde gosterdikleri

etki arastirilmistir.

1.1. Enzimler

Metabolizma’da gerceklesen biyolojik kataliz ilk kez mide salgilariyla yapilan
calismalarda kesfedilmistir. Sonrasinda 1800’lerde tiikiirtik salgis1 ve bazi bitki
Oziitleriyle nigastanin sekere doniistiiriilmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Sumner
tireaz enziminin proteinden olustugunu kesfetmis ve biitiin enzimlerin proteinden
meydana geldigini iddaa etmistir. John Northrop ve Moses Kunitz’in 1930 yillarinda
pepsin ve tripsin gibi sindirim enzimlerinin de proteinden olustuklarini bulmalari
tizerine Sumner’in fikri daha yaygin olarak kabul edilmistir. Giiniimiizdeki enzim
anlayiginin temelini Haldane olusturmustur. Haldane enzim ve substrat arasindaki zayif
etkilesimlerin substrati degisime ugrattigini ve tepkime esnasinda kataliz olayinda
kullanilmig olabileceklerini ortaya atmistir (Cox ve Nelson 2005).

Katalitik RNA molekiillerinin ¢ok az bir kisminin disinda kalan biitiin enzimler
protein yapisindadir. Enzimlerin katalitik etkileri protein konformasyon yapilarinin
saglamligi ile yakindan iligkilidir. Enzimlerin proteinden olusan yapist amino asitlere
dontistiiriilirse katalitik etkileri ortadan kalkmaktadir. Bu yiizden enzimlerin yapilarini
teskil eden birincil, ikincil, iiclinciil ve dordiinciil yapilar: katalitik aktivite agisindan
temel olusturmaktadir. Enzimlerin molekiil agirliklar1 diger proteinlerde oldugu gibi
12000’den 1000000°a kadar degisebilen araliktadir. Bazi enzimler amino asitlerin
olusturdugu protein yap1 disinda aktivite i¢in kimyasal yapilara ihtiya¢c duymamaktadir.
Bu enzimlerin disinda kalan enzimler kofaktér adi verilen Fe*?, Mg+2, Mn*2 vb. bir
veya birden ¢ok anorganik iyona veya kompleks organik veya metalorganik molekiillere
ihtiyag duymaktadir. Enzimlerle birlikte bulunan bu kompleks  organik veya
metalorganik molekiillere koenzim denmektedir. Koenzimler enzimin protein yapisina

kovalent baglarla baglanmislarsa prostetik grup adini almaktadir. Metal iyonlar veya



koenzimle katalitik aktivite gdsteren enzimlere holoenzim denmektedir. Haloenzimlerin

protein kismina apoenzim veya apoprotein denir (Cox ve Nelson 2005).

1.1.1. Enzimlerin isimlendirilmesi ve simiflandirilmasi

Enzimlerin ¢ogu aktivitelerini belirten ifadelerle veya etkiledikleri substratin
sonuna —az eki getirilerek adlandirilmaktadir. Ornegin; {irenin hidrolizini saglayan
enzim tireaz adini, DNA’nin polimerlesmesini saglayan enzimler DNA polimeraz adini
almaktadir. Bazi Enzimler ne substratlarina gore nede tepkimelerine gore
adlandirilmaktadir. Ornegin; Pepsin ve Tripsin gibi. Bazi Enzimlerin birden fazla adi
varken bazi farkli enzimler aymi ad ile anilabilmektedirler. Bu da enzimlerin
adlandirilmasinda bazi zorluklara sebep olmaktadir. Bu ylizden enzimlerin
adlandirilmasi ve siniflandirilmasi amaciyla uluslararasi bir sistem olusturulmustur. Bu
sisteme gore biitiin enzimler 6 temel gruba ayrilmaktadir. Her enzimin katalizledigi
tepkimeyi belirten 4 sayili bir numara ve sistematik bir isim verilmektedir.

Ornegin;

ATP + D-Glukoz ——»  ADP + D — Glukoz 6- Fosfat

Tepkmesini ATP : Glukoz fosfotransferaz enzimi katalizlemektedir. Bu enzimin enzim
komisyonu numarasi ( “Enzim Comission” Number ) 2.7.1.1°dir (Cox ve Nelson
2005).

Enzim Komisyonu enzimleri asagidaki gibi 6 gruba ayirmaktadir.
1-Oksidorediiktazlar
2-Transferazlar
3-Hidrolazlar
4- Liyazlar
5-Izomerazlar
6-Ligazlar
1- Oksidorediiktazlar = Oksidasyon-Rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere

denir.
2- Transferazlar = Bir Molekiildeki foksiyonel grubun, baska bir molekiile tasinmasini
katalizleyen enzimlere denir.

3- Hidrolazlar = Molekiillere su molekiilii sokarak bag yapisini kiran enzimlerdir.



4- Liyazlar = Cif bag yapan veya ¢ift baglar1 kiran enzimlerdir.

5- izomerazlar = Bir molekiilii izomerlerine doniistiiren enzimlerdir.

6- Ligazlar = iki molekiiliin birbirine baglanmasin1 katalizleyen enzimlerdir (Goziikara
2001).

1.1.2. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin hizlar1 inhibitér olarak adlandirilan
maddeler tarafindan azaltilmaktadir. Ciinkii inhibitdrler enzim-substrat kompleksinin
normal sekilde olusmasina engel olurlar. H,S ve HCN toksik maddeler olup, toksisite
etkileri enzim inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Enzimler tarafindan ger¢eklestirilen
reaksiyonlarin mekanizmalar1 aktif merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar, aktif

merkezin yapisi ve enzimin substrat spesifikligi ile agiklanabilmektedir (Pamuk 2000).

1.1.2.1. Geri-doniissiiz inhibisyon

Enzimatik reaksiyonlarda bazen inhibisyona neden olan madde enzime ¢ok
giiclii kovalent baglarla baglanarak enzimin yapisini degistirir. Bu degisimlerde diyaliz
vb. yoOntemlerle enzim aktivitesinin geri kazanilmasi miimkiin degildir. Bu tiir
inhibisyonlara geri déniisiimsiiz inhibisyon denir. Ornegin; siyanit ve asetil kolin
esteraz mitokondride bulunan sitokrom oksidaz enzimine kovalent bagla baglanir ve

elektron tasinim tepkimelerini geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder (Y1ildiz 2007).

1.1.2.2. Geri-doniislii inhibisyon

Geri doniigli inhibisyonda enzime baglanan inhibitorler enzimden, seyreltme
veya diyaliz gibi yontemlerle kolay bir sekilde ayristirilabilmekte ve enzim aktivitesi
geri kazanilabilmektedir. Geri-doniislii inhibisyonda inhibitér ve enzim c¢abuk bir

sekilde dengeye ulagsmaktadirlar (Y1ildiz 2007).



1.1.2.2.1. Kompetetif inhibisyon

Bazi inhibitorler substratin enzime baglandigi bolgeye baglanir. Bu tiir
inhibitorlere kompetetif inhibitér ve meydana getirdikleri inhibisyona da kompetetif
inhibisyon denir (Goziikara 1997). Kompetetif inhibisyonda inhibitdrle substrat
arasinda enzimin ayni aktif bolgesine baglanmak i¢in bir yaris vadir. Ciinkii bu tiir
inhibisyonlarda inhibitor ya substrata yapisal veya konformasyonal olarak g¢ok
benzeyen bir molekiil ya enzimin alternatif bir substrati veya katalizlenen enzimatik

tepkimenin tirtinidir (Yildiz 2007).
Kompetetif inhibitdrlerin meydana getirdigi inhibisyonun Linewear-Burk esitligi;
1 K (. 1 1

= 4+ =) — 4+ ——
\ Vmak ( i) [S] Vmak
seklindedir (Goziikara 2001).
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Sekil 1.1. Kompetitif inhibitorlii tepkimede Michael-Menten ve Linewear-Burk grafigi
(Goziikara 2001)



1.1.2.2.2. Nonkompetetif inhibisyon

Inhibisyona sebep olan madde (inhibitdr) aktif merkezin disinda bir nokta
tizerinden enzime baglanarak inhibisyona neden oluyorsa bu tiir inhibit6rlere
nonkomptetetif inhibitor, bu tiir inhibisyonlara ise nonkopetetif inhibisyon denir.
Nonkompetetif inhisibisyonda genellikle enzimin 3 boyutlu yapisinin bozulmasi sonucu
inhibisyon gerceklesir. Nonkompetetif inhibisyon geriye doniisiimlii olabilecegi gibi
geri doniisiimsiiz de olabilir (Goziikara 2001).

Nonkompetetif inhibisyonda inhibitor ile substrat enzimin farkli bolgelerine
baglanir. Bu yilizden inhibitor ile substrat arasinda bir yarisma séz konusu degildir.
Inhibitér substratin enzime baglanmasini etkilemedigi gibi substrat da inhibitdriin
enzime baglanmasini etkilemez. Fakat meydana gelen enzim-substrat-inhibitor
kompleksinden {iriin olugmaz (Y1ldiz 2007).

Nonkompetetif inhibitorlerin meydana getirdigi inhibisyonun Linewear-Burk

esitligi;
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seklindedir (Pamuk 2000).
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Sekil 1.2. Nonkompetetif inhibitorlii tepkimede Michael-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Goziikara 2001)



1.1.2.2.3. Unkompetetif inhibisyon

Inhibisyon serbest enzim iizerinden degil de enzim-substrat kompleksi {izerinden
gerceklesiyorsa bu tiir inhibitorlere unkompetetif inhibitér, bu tiir inhibisyonlara ise
unkompetetif inhibisyon denir (Goziikara 2001). Unkompetetif inhibisyonda
kompleksin yapis1 bozuldugundan iiriin olusumu goézlenmez. Enzim substrat
kompleksinin bir kismina inhibitér baglanacagindan daha az {iriin meydana gelir ve
maksimum hiz azalir. Inhibitdér konsantrasyonu arttik¢a maksimum hizin azalmasi da
fazlalasir (Pamuk 2000).

Unkompetetif inhibisyon i¢in Linewear-Burk esitligi
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= — +
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seklindedir (Goziikara 2001).
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Sekil 1.3. Unkompetetif inhibitorlii tepkimede Michael-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Goziikara 2001)

1.2. Katalaz

H,0; hiicrede gerceklesen birgok reaksiyon sonucunda oksijenin iki elektronla
indirgenmesiyle veya O, nin dismutasyonu sonucunda olusur. H,O, makrofaj
aktivitelerinin ve tiroit hormonunun biyosentezi gibi bir¢ok metabolik olayda gorev

almakta ve 6zellikle de mitokondri icinde oksidatif elektron taginimi sirasinda meydana



gelmektedir. H,O; hiicrelerin yapisinda ¢ok kiiciik miktarlarda bulunmaktadir. H,0,
radikalik 6zellik gostermesine ragmen okside edici 6zellige sahiptir. H,O'in NO ile
reaksiyonundan hidroksit iyonu ve peroksinitritler olusur. Hidrojen peroksit metabolik
olarak toksik etki gosterdiginden hemen pargalanarak detoksifiye edilmesi
gerekmektedir (Shackelford 2000).

Katalaz biitlin hiicre ¢esitlerinde farkli konsantrasyon oranlarinda bulunabilen,
yapsinda hem bulunduran bir enzimdir. Karaciger dokusu ve eritrositler en bol
bulundugu yerlerdir. Katalaz enzimi sitoplazmada %20 ve peroksizomlarda ise %80
oraninda lokalize halde bulunur. Eger molekiil alt birimleri ayrilirsa enzim inaktive olur.
En yiiksek katalitik doniisiim hizi enzimler arasinda katalaza aittir. Katalaz enziminin
aktivasyonu i¢in demir gereklidir. (Yemisen 2008)

Katalaz her dokuda farkli bir enzim aktivitesi gosterir. En yiiksek aktiviteyi
karaciger ve bobrekte gosterirken destek dokuda aktivitesi en diisiiktiir. Katalaz olusan
hidrojen peroksidi direkt olarak suya doniistiiriir. Bu reaksiyon iki basamakta meydana
gelir. ilk basamak kompleks-I olarak adlandirilan ara {iriiniin olustugu basamaktir.
Kompleks-I ara iriinii hidoren peroksidin katalaza baglanmasi sonucu olusur.
Kompleks-I ikinci hidrojen peroksit molekiilii ile etkilestiginde su ve molekiiler oksijen

meydana gelir.

CAT+ H202 — CAT-H202 1. Basamak

CAT-H202 + H202 — CAT +2H20 + 02 2. Basamak (Kaya 2005).

Katalaz hidrojen peroksidin dezenfektan olarak kullanildigi endiistride de
kullanilan bir maddedir. Son zamanlarda hidrojen peroksit klorin bazli kimyasallarin
yerine beyazlaticit olarak kullanilmak iizere test edilmektedir. Katalaz ayn1 zamanda

gida endiistrisinde siitlin peynir yapilmasindan 6nce pastorize amagh kullanilmaktadir
(Chen 2007).



1.3. Pestisitler

Insanlar pestisitleri cok uzun zaman once kullanmislardir. Ornegin; fethedilen
yerlerin kiillerini "non-selective" herbisit olarak M. O. 1200 yillarinda ve kiikiirdii
insektisit ve fungisit olarak M. O. 1000 yillarinda kullanmislardir. (Oztiirk ve Ozge
1978). M.O. 1500°1ii dénemlere ait bir papiriis fosili iizerinde bit, pire ve esek arilarina
kars1 insektisitlerin hazirlanisi ile ilgili bilgiler bulunmustur. 19.yy’da zararlilara karsi
inorganik pestisitler kullanilmig, 1940’lardan sonra pestisit iiretiminde organik
kimyadan faydalanilmis, DDT wve diger iyi bilinen insektisit ve herbisidler
kesfedilmistir. Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent almasina karsin,
bunlardan 600 kadari ticari kullanim olanagi bulmustur (Arslan ve Balkaya 2004,
Kaya 2007).

Pestisitler etkidikleri parazit gesidine gore insektisitler, akarisidler, afisidler, rat
zehirleri, fungisidler, nematosidler, molluskisidler, algisidler ve herbisidler olarak
smiflandirilirlar.  Tirkiye’de  tarim  ilaglari  kullanimi,  pestisitler  yoniiyle
degerlendirildiginde, en onemli grubun %45 ile insektisitler oldugu, bunu %24 ile
herbisitlerin izledigi, fungisitlerin ise %16 pay1 oldugu goriilmektedir (Arslan ve
Balkaya 2004, Kaya 2007).

Tarim ilaglarinin tiikketiminde  asir1 ilag kullanimina paralel olarak {iriin
miktarinin da artacagi kanisi, gereginden fazla miktarda pestisit kullanimina neden
olmaktadir. Oysa ilaglama donemi hasada yakin bir donemde veya hasat sirasinda
yapildiginda triinlerdeki pestisidal kalinti da artmakta ve elde edilen mamul gida
maddesinde de belli bir diizeyin lizerinde pestisit kalintis1 tespit edilmektedir (Artik ve
Eksi 1993).

Piretrum ¢iceklerinde bulunan piretrin I ve II ile sinerin I ve II etkin maddeleri
100 yili askin bir siiredir insektisit olarak kullanilmaktadir (Ugurlu 2001). Piretrinler
miilkemmel sayilabilecek derecede insektisidal etkiye sahip olmakla beraber memelilere
yonelik toksisiteleri de oldukca diisiiktiir. Buna karsin, 151k karsisinda kolaylikla
parcalanarak etkinliklerini kaybederler. Dogal piretrinlerde karsilagilan bu sakincalarin
giderilmesi amaciyla yapilan arastirmalar sonucunda giines 1s1gina dayanikl
cypermethrin, deltamethrin, permetrin gibi piretroidler sentezlenmistir. Piretroidler

insektisidal ozellikleri yOniinden dogal piretrinlere ¢ok benzerler. Birden fazla



piretiroidi kendi aralarinda veya diger bilesiklerle kombine etmek suretiyle daha ¢cabuk
yere serici ve daha giliglii dldiiriicii etki elde edilebilir. Piretroid insektisitler, dogal
piretrinlere benzer sekilde, temas ve mide zehri olarak etkirler. En dikkat c¢ekici
ozellikleri insektler iizerinde hizla gelisen yere serici etkinlige sahip olmalaridir. Yagda
¢oziinme Ozellikleri sayesinde insekt kiitikulasindan hizla emilerek toksik etkilerini

gosterirler (Ugurlu 2001).

1.3.1. insektisitler

1.3.1.1. insektisitlerin simiflandiriimasi

Insektisitler organik klorlular, organik fosforlular, karbamatlilar ve piretroitler
seklinde dort sinifta incelenebilir. Organik fosforlular ve karbamatlhilar grubu
insektisitler asetilkolinesteraz (AChE) enzimini inhibisyona ugratarak etkili
olmaktadirlar. Bu insektisitler sinir sistemindeki ndronlarda bulunan sinapsislerde
elektriksel sinir uyarilarinin iletimini bozmakta ve bdcegin Oliimiine sebep
olmaktadirlar. Organik klorlularin ve piretroidlerin ise (AChE) enzimini inhibisyona
ugratmadiklart ancak sinir sistemi {izerinde etkili olduklari bilinmektedir. Organik
klorlular ve piretroidler sodyum kanallarinin iyon dongiisiinii bloke ederek sinirsel
iletimi bozmakta ve organizmanin Olimiine sebep olmaktadirlar (Ugurlu 2001).
Bocekler piretroit insektisitlere karst bir direng gosterirler. Knockdown direng olarak
bilinen bu direng tiirii bocekteki sinir sisteminin duyarliliginin eksilmesine neden
olmaktadir (Akgiinlii 2005). Diinyada son ¢eyrek asirda insektisitlere karsi boceklerin
olusturdugu diren¢ mekanizmalar1 biyokimyasal yontemlerle oldukca yaygin bir sekilde
kullanilmakta ve direng degerleri belirlenebilmektedir. Ozellikle enzimlerin in-vitro
kosullarda biyokimyasal ¢aligsmalar icin elverisli olmasi ve ¢ok daha kisa silirede sonug
alinabilmesi biyoassay ¢alismalarinda in-vivo yontemlere karsi oldukea giiglii avantajlar
olusturmustur. Biyokimyasal ¢aligmalarda bocek direncinin giicii erkenden belirlenerek
gerekli 6nlemler alinabilmektedir.

Insektisitlerin iyon kanallarina yaptiklar1 insektisidal etkiler {ic grupta
siiflandirilabilir.

a) Iyon kanali {izerine agonist etki (Uyarilma)
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b) Iyon kanali iizerine antagonist etki (Inhibisyon)

¢) Iyon kanal modiilasyonu (Raymond-Delpech 2005)

1.3.1.2. Boceklerde insektisit detoksifikasyonu

Bocekler yasamlar: boyunca hem sentetik insektisitler hem de bitkiler tarafindan
tiretilen allelokimyasallar gibi insektisit tiirevi toksinlere (xenobiotik) maruz kalirlar.
Boceklerde bulunan P450, GST ve hidrolaz gibi enzimler insektisitlerin bdcek
metabolizmasina girmesi sonucunda bu kimyasallarin zehirliligini tolere etmektedirler
(Tsagkarakou ve vd. 2009).

Insektisitler bécek viicuduna dahil olduklarinda hizla toksisiteleri giderilir.
Insektisitlerin toksisitelerinin giderilmesi faz I ve faz II olmak iizere iki asamada
gerceklesmektedir (Yu 2008). Faz I olarak bilinen asamada oksidasyon, hidroliz ve
indirgenme asamalarini bulunur. Faz [ reaksiyonunda kutupsuz yapidaki zehirli
molekiiller bazi1 fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile zehirliligi daha az olan ara
maddelere doniistiiriilmektedir. Faz I reaksiyonlar1 apolar yapidaki zehirli molekiilleri
baz1 fonksiyonel gruplar ekleyerek daha az zehirli hale getirir. Bu fonksiyonel gruplar 2
kisma ayrilmaktadir:

a) Elektrofilik: Epoksidaz fonksiyonel gruplari ve o, B karbonil gruplari
elektrofilik karbonlu yapilardir. Bécek viicuduna dahil olan bazi insektisitler bir siire
sonra elektrofilik fonksiyonel gruplar yardimiyla aktivitesi diisitk maddelere doniisiirler.

b) Niikleofilik: Fenolik hidroksil gruplar1 ve alkolik hidroksil gruplari, amino
gruplar1 ve karboksil gruplar1 bu siiftadir. Bécek viicuduna dahil olan bazi insektisitler
bir siire sonra niikleofilik fonksiyonel gruplar yardimiyla aktivitesi diisiik maddelere

dontigiirler. (Soderlund 1997).

1.3.1.2.1. Faz | reaksiyonlan

Faz | reaksiyonlar: i¢cinde oksidasyon en 6nemlisi olarak kabul edilir. Oksidatif
reaksiyonlardan, P450 adiyla bilinen kompleks bir enzim grubu sorumludur ve bu
enzim sistemi tarafindan yiiriitiiliir. Insektisit metabolizmas1 P450 enzim sistemi

aracilifiyla farkli  sekillerde gerceklestirilmektedir. Hidroksilasyon, O-, N-,
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sdealkylation olaylar1 sonucunda elektrofilik ya da niikleofilik eklenmeler sayesinde
daha az toksisiteye sahip ara maddeler meydana gelmektedir (Krieger 2001, Yu 2008).

Organik fosforlular, karbamatlilar, piretroidler hidrolize kars1 duyarli olan ester
baglar1 ihtiva ederler. Hidrolaz grubunda bulunan insektisit detoksifikasyonu
olaylarinda en Onemli enzim kabul edilen esterazlar asit ve alkol gruplarimin su
molekiilii ile etkilesmesi sonucu olusan hidrolazlardir.

R-COO-R' + H,0O —  R-COOH+R'-OH

Insektisit metabolizmasinda gorev alan esteraz enzimleri 3 sinifa ayrilabilirler.
A-esterazlar organik fosforlu insektisitler iizerinde engelleyici etkiye sahip degildirler
ancak organik fosforlu insektisitleri hidrolize ugratirlar. B-esterazlar organik fosforlu
insektisitleri inhibe ederler. C-esterazlar , organik fosforlu insektisitleri inhibe etmezler
ancak indirgeyerek etkilesirler (Soderlund 1997).

Bocek familyasinda insektisitlerin indirgenmesi nitro rediiksiyon, azo

reduksiyon ve aldehit / keton reduksiyon olmak tizere 3 gesit indirgenme tiirii igerir.

1.3.1.2.2. Faz Il reaksiyonlari

Insektisitler faz I reaksiyonlar1 sonunda hidroksil, karboksil ve epoksidaz gibi
fonksiyonel gruplar alirlar. Insektisitler bu fonksiyonel gruplarm eklenmesiyle daha
biiyiik molekiillere doniismektedirler. Bu molekiiller arasinda amino asit, glutatyon, gibi
maddeler de bulunmaktadir. Kutupsuz halden kimyasallar arciligiyla kutuplu hale
donlisen bu molekiiller daha az zehirlidir. Faz 1I’de fonksiyonel gruplar eklenerek
meydana getirilen bu daha az zehirli maddeler organizmadan atilmaktadir (Kranthi
2005).

1.3.1.3. insektisidal direncin biyokimyasal mekanizmasi

Boceklerin gelistirdikleri fizyolojik direng gergeklesirken bocekte bulunan
a) Monooksigenazlar (Sitokrom P450)
b) Glutatyon S-transferazlar (GST)
¢) Hidrolazlar

- Karboksilesterazlar
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-Asetilkolinesterazlar

enzim ve enzim sistemlerinin aktif olduklar: bilinmektedir.

1.3.1.4. P450 enzimi

P450 enzimi boceklerdeki hormon, steroit veya insektisit gibi maddelerin yapim
ve yikimint diizenleyen énemli metabolik bir enzim sistemdir (Feyereisen 1999). P450
enzimi boceklerden kuglara, bakterilerden memelilere kadar oldukga genis bir yelpazede
canli sinifinin organizmalarinda bulunur. Okaryot canlilarda mitokondri ve endoplazmik
retikulumda bulunan P450 sistemi igerisinde temel oksidaz islemleri meydana
gelmektedir. Insektlerde toplam P450 degeri ilk olarak 1967 yilinda tespit edilmistir.
(Scott  1999). Simdiye kadar yiizlerce bocek tiirinde P450 monooksigenazlar
saptanmustir. Bu enzim sisteminin ilk saflastirilma islemi boceklerde ev sineklerinden
saflastirilmis ve boceklerden elde edilen P450 ile memeli canlilarda bulunan P450
arasinda biiyiik benzerlikler oldugu belirlenmistir (Hodgson ve Wilson 1971). P450
enziminin insektlerdeki gorevi c¢ok genis bir spektruma yayilmistir. Bu gorevler
arasinda gelisme, biiyiime insektisidal direng ve tdlerans gibi son derece Onemli
gorevler vardir (Pottelberge ve vd. 2008). Bazi feromonlarin ve genglik hormonu olarak
bilinen hormonun sentezinde P450 enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yiizden P450
sisteminin engelleyicileri hormon anabolizmasii etkiledikleri i¢in bdceklerin bigim,
gelisim ve yasam siirelerinde degisimlere sebep olurlar (Soderlund 1997). Boceklerin
basta barsak ve malpigi tiipli olmak tizere bircok dokusunda P450 varlig1 saptanmistir.
Boceklerde P450 enzim seviyesi canlinin larva ve yumurta doneminde yiikselme
gosterirken, pupa doneminde azalma gosterir. Ergin donemde ise P450 enzim seviyesi
yiksektir (Feyereisen 1999). Bocek tiirlerinin bazilarinda, piretrin, imidakloprid ve
karbaril gibi insektisitlerin etki mekanizmasinin kisitlanmasi sirasinda monooksigenaz
seviyesinde artis oldugu ifade edilmistir. Insektisitlerin en ¢ok kullanilan sinifi olan
organik  fosforlu insektisitler smirlandirildiklarinda P450 detoksifikasyonu etkili
olmaktadir (Dong ve Hollingworth 2008).

Hem omurgali canlilarda hem de bdceklerde P450 enzimi organizmaya giren

yabanci maddelerin biyolojik tasinmasinda rol almaktadirlar. Belli basl enzimler bocek
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viicuduna girdiginde popiilasyonda gerceklesen seleksiyon ve biotransformasyon
neticesinde detoksifikasyon olusabilmektedir (Krieger 2001).

Monooksigenazlar piretroitler, karbamat grubu insektisitler ve organo-fosforlu
insektisitlerin zehirli etkilerinin giderilmesinde gorev almaktadirlar (Dong  ve
Hollingworth 2008). Insektisit direnci iizerine P450 enziminin etkisinin belirlenmesi

i¢in sinerjistler kullanilmaktadir.

1.3.1.5. GST enzimi

GST enzimi bocek, bitki balik, omurgali-omurgasiz canlilarda, oksijenli
solunum yapan tek hiicrelilerde ve kuslarda bulunan bir enzimdir (Konanz ve Nauen,
2004). GST enzimi canli viicuduna giren yabanci bilesiklerin zehirli etkilerinin
giderilmesinde ¢ok oOnemli rol oynayan bir enzimdir. GST enziminin insektisit
metabolizmas1 olaylarindaki ©6nemi ilk olarak organik fosforlu insektisitlerin
detoksifikasyonunda anlasilmis daha sonra GST enziminin hem organik klorlu hem de
siklodien insektisitler lizerine etkileri incelenmistir. GST enzimi insektlerde organik
fosforlu insektisitlere karsi gelistirilen direngte de onemli bir gorev yapar (Susurluk
2008).

GST'lar Lepidoptera, Coleoptera ve Hymeneoptera gibi kelebek tiirlerinden
saflagtirilmistir. Boceklerden saflastirilan GST enzimi miktar olarak 19000-35000 Da
molekiiler agirligindadir. Bu enzimin homodimer ve heterodimer yapisinda iki farkl
kism1 vardir.Boceklerde bulunan GST enzimi detoksifikasyonda gorev almakla birlikte,
hiicre membranlarinin oksidatif yikimdan korunmasinda da gorev alirlar. Boceklerde
GST enzimi insektisit detoksifikasyonun yani sira hiicresel membranlarin oksidatif
yikimlara karst korunmasini da saglamaktadir (Yu 2008). GST enzimi GSH enziminin
konjugasyonunda rol alan fonksiyonel bir enzimdir. GST elektrofilik substrat
araciligtyla GSH''!n konjugasyonunu katalizler. GST enzimi GSH'da gruplarin yer
degistirmesi, gruplarin eklenmesi ve koparilmasi gibi ¢ok sayida olay1 yiiriitmekte gorev
alir. Memeli, bitki ve boceklerde GST metabolizmasindan sorumlu 40'n iizerinde gen
oldugu tespit edilmistir (Dong ve Hollingworth 2008). Boceklerden saflastirilan GST

enzimleri Delta ve Sigma olmak {izere iki simifta toplanmistir.Son caligmalarda bazi
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bocek tiirlerinde Epsilon olarak isimlendirilen bir GST sinift da belirlenmistir (Kranthi
2005).

Boceklerdeki GST enzimi faz 1'den sonra insektisitlerin detoksifikasyon
katalizinde gdrev almaktadir. Insektlerde bulunan GST seviyesi ile organik fosforlu ve
organik klorlu insektisit direnci arasinda iligki vardir. Tarimsal ve evsel zararli bocekler
tizerinde yapilan g¢alismalarda GST enzim aktivitesindeki artisin insektisitlere karsi
gelisen direnc ile iliskili oldugu saptanmistir. Ozellikle organik klorlu bir insektisit
¢esidi olan DDT iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda sivrisinekte GST aktivitesinin
arttig1 belirlenmistir (Vontas ve vd. 2000).

GST enziminin dokularda kararli halde bulunabilmesi bocek tiirlerinin ¢ogunda
karakterizasyonunu ve saflagtirllmasini  miimkiin = kilmistir. Boceklerdeki GST
biyokimyas1 ile ilgili en genis bilimsel birikim ev sinekleriyle yapilan c¢aligmalar
sonucunda elde edilmistir. Igerisinde dipetra ve lepidoptera bocek tiirlerinin de
bulundugu bu ¢aligmalarda GST1 ve GST2 adiyla birbirinden farkli iki GST enzimi
saflastirilabilmistir. Bu calismalar sonucu saflagtirllmigs GST enzim ¢esitlerinin
elektroforetik degiskenlik degerlerinin yanisira katalitik aktivite degerleri ve substrat
aktivite degerlerinde farkliliklar saptanmistir. Ayn1 bocek tiirlerinde direnci yiiksek
popiilasyonlar ile daha hassas popiilasyonlardan saflastirilmis olan GST enzimleri
kiyaslandiginda, direnci fazla olan popiilasyonun daha yiiksek degerlerde GST
bulundurdugu belirtilmistir. DDT'ye kars1 direngli olan A. gambiae tiiriinde hassas A.
Gambia popiilasyonuna nazaran daha yiiksek seviyede GST muhtevasi tespit edilmistir
(Soderlund 1997).

1.3.1.6. insektisitlerin detoksifikasyonunda gorev alan hidrolaz enzimleri

Hidrolaz enzimleri insektisitleri katalizlerken yapilarindaki ester, amid ve fosfat
gruplarinin alkol ve asit kisimlarina su ekleyerk katalizleme yaparlar. Hidrolaz
enzimleri yiiksek yapili canlilarin (hayvan, bocek ve bitki) biiylik bir bdliimiinde
bulunan bir enzim sistemidir (Dong ve Hollingworth 2008). Insektisidal direnci yiiksek
olan popiilasyonlarin hidrolaz aktiviteleri de daha yiiksektir. Piretroid insektisitler,

karbamat grubu insektisitler ve organofosforlu insektisitler icerdikleri ester amid ve
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fostat yapilart sayesinde hidrolazlar tarafindan ¢ok ¢abuk detoksifike edilirler.

Esterazlar hidrolazlarin en 6nemli enzim grubudur (Yu 2008).

1.3.1.7. Esteraz enzimleri

Esterazlar boceklerin feromon ve hormon metabolizmalari, sindirim, sinir
iletimi, lireme ve insektisidal diren¢ gibi bir¢ok 6nemli biyolojik olayda gorev alir.
Estarazlarin boceklerdeki direng gelisimi acisindan en Onemli {yeleri organik
fosforlularin ~ engellenmesinde ~ 6nemli  rol  alan  asetilkolinesteraz ~ ve

karboksilesterazlardir (Baffi ve vd. 2005).

1.3.1.8. Karboksilesterazlar

Insektisitlerlerin kullanimiyla seleksiyona ugratilan bocek topluluklarinmn biiyiik
bir bolimiinde karboksilesteraz  enziminin  miktarinda artis  olusmaktadir.
Karboksilesteraz sayesinde insektisitler sinir sistemindeki kanallara varmadan
detoksifikasyona ugrar, bu sayede bocekler biyolojik fonksiyonlarmi siirdiiriirler.
Myzus persicae'de karboksilesteraz aktivitesinde meydana gelen artig insektisit direncini
de arttirmaktadir. insektisit popiilasyonunun direncindeki artis ile karboksilesteraz
enziminin miktar1 arasinda kurulmus bir hipotez yoktur (Devonshire 1977). M. persicae
karboksilesteraz enziminin insektisit direncinde rol oynadigi anlasildiktan sonra, bu
enzimin yaprakbiti canlilarinda tayin edilmesi 6nemli hale gelmistir. Yaprakbitlerinin
duyarl ve direncli olanlar1 birbirlerinden toplam karboksilaz enzimlerinin aktiviteleri ile

ayrilabilmektedir (Toros ve Velioglu 2006).

1.3.1.9. Asetilkolinesterazlar

Asetilkolinesteraz (AChE), canli dokularinda serbest veya fosfolipidlere
baglanmis bir sekilde bulunabilen lipotrofik etkisi olan asetilkolini hidrolizleyen
Ozellesmemis bir enzimdir. Bunun yaninda asetilkolinesterazlar hem sinir hem de kas
hiicrelerinde biyoelektriksel akiminsaglanmasinda ¢ok onemli rolii olan esterlerdir.

Organizmanin maruz kaldig1 insektisit veya kimyasal maddeler asetilkoline baglanarak
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asetilkolinin reseptorlere baglanmasini engellerler (Alon ve vd. 2008). Insektisitler ve
tirevi maddeler sinir ve kaslarin sahip olduklar1 tastyici sistemleri bazi sekillerde
etkilerler. Asetilkolinesterazi inhibe ederek asetilkolinesterazin sinir ve kaslarin
birlesme yerlerinde uzun siire bulunarak kaslarin sinirsel cevaplarinda gecikmeye sebep
olurlar. Insektisit ve bazi kimyasallarin ¢ok yaygin kullanilmasi daha direngli boceklerin
ortaya ¢ikmasini saglarken organizmanin sinir sistemi ve kas fonksiyonlarinda
dengesizlik meydana gelmesine sebep olurlar (Anazawa ve vd. 2003).

Asetilkolin hidrolize ugrar ama insektisitlerin, enzim-substrat komplex yapisi
degisime ugramaz. Insektisitlerin AChE'i engellemesi sonucu sinir iletimlerinin
transmisyonu bloke olur ve ACh reseptorlerinde uyusmaya sebep olur (Dong ve
Hollingworth 2008). Sinapsis bolgesinde yogunlasan asetilkolin konsantrasyonu veya
uyaritlma durumunun normalden daha yiliksek olmasi boceklerde merkezi sinir

sisteminin fonksiyonunu bozar ve bocegin 6liimii gergeklesir (Cakir ve Yamanel 2005).

1.3.2. Piretrinler ve piretroidler

Piretrinler Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinin (Sekil 1.4) ciceklerinin

kurutulmasi ile elde edilen piretrum ¢igceginden elde edilirler (Barr ve Needham 2002).

e
- e

-

Sekil 1.4. Chrysanthemum
cinerariaefolium(www.guidetogreenliving.net/flowers_plants)
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Piretrin I ve II ile sinerin I ve II etkin maddeleri piretrum c¢igeklerinden elde
edilerek 100 yili askin bir siiredir insektisit olarak kullanilmaktadir. Piretrinler
miikemmel derecede insektisidal etkiye sahip olmakla beraber, memelilere yonelik
zehirleyici etkileri de o oOlgiide dusiiktiir. Piretrinler bu avantajlarii karsilik, 1s1k
karsisinda kolaylikla pargalanip etkilerini kaybedebilmektedirler (Balcioglu ve vd.
2004). Dogal piretrinlerde karsilasilan bu sakincalarin giderilmesi amaciyla yapilan
arastirmalar sonucunda giines 1s18ina daha dayanikli cypermethrin, deltamethrin,
permetrin gibi piretroidler sentezlenmistir. Piretroid insektisitler, insektisidal 6zellikler
yoniinden dogal piretrinlere olduk¢a benzemektedirler. Birden fazla piretroidi kendi
aralarinda veya diger bilesiklerle kombine etmek suretiyle daha ¢abuk yere serici ve
daha giiclii 6ldiirticti etki elde edilebilir. Piretroid insektisitler, dogal piretrinlere benzer
sekilde, temas ve mide zehiri olarak etkirler. En dikkat cekici Ozellikleri insektler
tizerinde hizla gelisen yere serici etkinlige sahip olmalaridir. Yagda ¢oziinme 6zellikleri
sayesinde insekt kiitikulasindan hizla emilerek toksik etkilerini gdsterirler (Balcioglu ve
vd. 2004).

Aktif piretrinlere hem yapi olarak hem de insektisidal etkileri bakimindan
benzeyen sentetik maddelere piretroidler denir. Bu bilesikler de piretrinler gibi
insektlerin kitinden olusan dis iskeletini pasif diflizyonla gecerek sinir ve kas
hiicrelerinde  hiicre zarmin sodyum kanallarinin ~ kapanmasimmi  engelleyerek
depolarizasyona neden olur. Bunun sonucunda insektleri fel¢ ederek oldiiriirler.
Piretroidler kimyasal olarak stabil olduklarindan pedikulosid ve skabisid olarak daha
cok tercih edilirler (Balcioglu ve vd. 2004).

Piretroid grubu insektisitlerin, insektisidal spektrumlari olduk¢a genistir. Bu
spektrum sivrisinek, karasinekler, hamambdocekleri, tahtakurulari, pireler gibi zararlilar
kapsar. Bilinen iistliin ozellikleri agisindan piretroidler, son yillarda agik ve kapali
alanlarda sinek ve sivrisinek vektor kontrolii caligmalarinda genis bir kullanim alani
bulmustur.

Piretroidler, en yaygin kullanilan insektisit grubudur. Bu derece yogun
kullanilmalarinin sebebi hedef dis1 canlilarda zehirliligini diger pestisitlere gore daha az
olmasidir. Genelde temas yolu ile etkilerini gosterirler. Piretroidleri iki gruba ayirmak

mumkindiir.
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1.3.2.1. Dogal piretrinler

Dogal piretrinler pire otu (Chrysanthemum cinerariaefolium) bitkisinden elde
edilen pestisitlerdir. igeriklerinde Piretrin 1-Il, Cinerin I-Il ve Jasmolin I-Il bulunur. Hem
hava temasi ile hem de 1s18a maruz kaldiklarinda kolayca parcalanirlar. Sinerjit
eklendiginde insektisidal etkileri de artar. Rat ¢calismalarinda akut oral LDsg degeri 200-
4910 mg/kg araligindadir. Zehirlilik sinifi: WHO ve USEPA II (EMEA 1998).

1.3.2.2. Yapay piretroidler

Yapay pretroidler sentetik piretroidler olarak da adlanirilirlar. Piretrinlerin alkol
ve asit kokleri lizerinde gergeklesen degisimlerle olusturulmuslardir. Piretinlere nisbeten
daha kalicidirlar. Yere serici (disiiriicti) etkilerinin yanisira 6ldiirticii etkileri de vardir.
bYapay piretroid grubunda A-cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin, permetrin ve

fenvalerat en ¢ok bulunan ve en yaygin kullanilanlardir.

1.3.2.2.1. Cyhalothrin

(RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl{Z)-(1RS,3RS)-(2-chloro-3,3,3-
trifiuoroprophenyl) -2,2- dimethylcyclopropanecarboxylate. Cyhalothrin’in tip 2
piretroid insektisit ve akarisid oldugu ve yagda ¢oziiniirliigiiniin ¢ok yiiksek oldugu
belirtilmistir. Fare ve ratlarda akut oral ODsy degerinin 37-62 mg/kg arasinda oldugu
bildirilmistir. Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile etkisini gdsterir. Kagirici, hizl

bayiltict ve uzun siire kalicidir. Zehirlilik sinifi: WHO I (EMEA 2001a).
1.3.2.2.2. Lambda cyhalothrin

(S)-a-cyano-3- phenoxybenzyl (Z)-(1S,3S)-2-chloro-3,3,3-trifluoropro- phenyl)-
2, 2 - dimethylcyclopropanecarboxylate ve {R)-a-cyano- 3-phenoxybenzyl(Z)-(1R3R)-

(2-chloro-3,3,3-trifluoroprophenyl)-2,2dimethyl cyclo propane carboxylate
(C23H19CIF3NO3). Siganlarda akut oral ODsy degeri 56 mg/kg’dir. Sistemik olmayip,
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temas ve mide yolu ile etkisini gosterir. Kagirici,hizli bayiltict ve uzun siire kalicidir.

Zehirlilik sinifi: WHO II (EMEA 2001a).

1.3.2.2.3. Cypermethrin

(RS) a- (cyano- 3 - phenoxybenzyl (1RS3RS, 1RS3SR) -3-(2,2- dichlorovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate (C2H19C;2NO3). Siganlarda akut oral ODsq degeri
250 mg/kg’dir. Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile etkisini gosterir. Bayiltic1 ve

uzun siire kalicidir. Zehirlilik sinifi: WHO ve USEPA 11 (EMEA 2004).

1.3.2.2.4. Beta cypermethrin

(2:3 oraninda S ve R cypermethrin reaksiyon karisimi): Siganlarda akut oral
ODsg degeri 166 mg/kg’dir. Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile etkisini gdsterir.

Zehirlilik sinifi: WHO ve USEPA 11 (EMEA 2004).

1.3.2.2.5. Permetrin

3-phenoxybenzyl(1RS3RS,IRS3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl  cyclo
propanecarboxylate (C,;H20Cl,03) (Sekil 1.4). Sistemik olmayip, kagirici etkiye sahiptir
temas ve mide yolu ile etkilidir. Sicanlarda akut oral OD50 degeri 500 mg/kg’dir.
Zehirlilik sinifi: WHO 11, USEPA ILIII (EMEA 2000).

1.3.2.2.6. Fenvalerate
a — cyano- 3 - phenoxybenzyl o - ( 4 — chlorophenyl ) isovalerate (CzsHz,
CINO3) (Sekil 1.4). Ratlarda ODsq degerinin 310 ile 3200 mg/kg arasinda degistigi

bildirilmigtir. Fenvalerate’m farelerde damar igi OD50 degeri ise 65 mg/kg’dur.
Zehirlilik simifi: WHO ve USEPA 111 (EMEA 2002).
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1.3.2.2.7. Zeta cypermethrin

Stereoisomerlerin karisimi. Siganlarda akut oral ODsg degeril06 mg/kg’dir.

Temas ve mide yolu ile etkisini gosterir. Zehirlilik sinifi: WHO II (EMEA 2004).

1.3.2.2.8. Alpha cypermethrin (a -CM)

Alpha Cypermethrin, sentetik pyrethroid sinifindan olan popiiler bir insektisittir.
Bu vyeni insektisit olan alpha cypermethrin, {irlin koruma amaciyla tarimda,
veterinerlikte ve evle ilgili bocekleri oldiirmede biiylik miktarlarda kullanilmaktadir
(Krechniak ve Wielgomas 2007).

Alpha cypermethrin bitkilerden asma, patates kabakgiller, marul, dolmalik biber,
domates, tahillar, soya fasiilyesi, pamuk, kahve, kakao, piring, ceviz, kolza, seker
pancari, siis bitkileri, orman bitkileri, sivrisinek, karasinek, hamambdcegi ile
miicadelede kullanilmaktadir. Bu yoniiyle bakildiginda Alpha cypermethrinin oldukga
genis bir yelpazede etkili oldugu goriilmektedir. Alpha cypermethrin aynt zamanda

ektoparazitist olarak kullanilir (http://www.essencechem.com/product 2014).

Cizelgel.1l. Alpha cypermethrin (o -CM) genel 6zellikleri(EMEA 2004)

ODs degeri 79 mg/kg
Etki sekli Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile
etkisini gosterir.
Zehirlilik simfi WHO ve USEPA I
CHs
HsC
H
Cl - O o /©
Cl
H O CN

Sekill.5. Alpha cypermethrin'in kimyasal yapisi
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Halk saglig1 ilaglar1 kapsaminda hem kullanimi hem de uygulamasi oldukga
kolay basarilhi bir formiildiir. Diinya Saglk Orgiitii tarafindan onaylanmustir.
Uygulandig1 ortamda kaliciligini etkili bir sekilde devam ettirme siiresi 12 hafta kadar
oldugunda uzun siireli kalicilig1 ile ayn1 zamanda bdceklerdeki ani yere serici etkisi ile
yiikksek performansa sahiptir. Oldukca seyreltik olarak uygulandiginda bile etkili
oldugundan oldukc¢a ekonomiktir. Buharlasmamasi ve zemin tarafindan emilmemesi ev

veya is yerlerinde ideal bir insektisit olmasini saglamaktadir.

1.3.2.2.9. Deltamethrin

(S)a-cyano-3-phenoxybenzyl  (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)- 2,2- dimethyl
cyclopropanecarboxylate (C,,H19BroNOs) (Sekil 1.6). Siganlarda akut oral ODsg degeri
135 mg/kg’dir. Sistemik olmayip, temas ve mide yolu ile etkilidir. Zehirlilik sinifi:
WHO ve USEPA Il (EMEA, 2001b).

Deltamethrin fiziksel hal olarak kristal halde bulunan renksiz bir insektisittir.
Son derece hizli etki gosteren deltamethrin, temas ve midede etkili olmaktadir. Arilar
ve baliklar iizerinde zehirleyici etki gosterir. Sineklerde Oldiiriicii etkiye sahiptir

(Stelzer, 1984).

Deltamethrinin kullanildig1 baslica alanlar zeytin sinegi, bugday siinesi, bugday
kimili, pamukta bulunan ¢izgili yaprak kurdu, elma kurdu, elma ag kurdu, testereli ari,
yaprak galeri giivesi, salkim giivesi, patates bocegi, mercimek, misirda kocan kurdu,
ayciceginde cayir tirtili, findikta kir tirtili, seker pancarinda pancar piresi, kalkan bocegi

ile miicadele olarak siralanabilir (Hopa 2010).

Sekil 1.6. Deltamethrin Kimyasal yapisi
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1.4. Calismanin Amaci

Piretroid insektisitler olan alpha cypermetrin ve deltamethrin hem tarimda hem
de halk saglig1 i¢in olduk¢a yaygin olarak kullanilan insektisitlerdir. Bu enzimlerin
gidalarda kalan rezidiileri canli organizmalarindabir c¢ok biyokimyasal parametre
tizerinde oldugu gibi katalaz aktivitesi lizerinde de bazi etkileri vardir. Katalaz dogal
endojen bir enzimdir. Viicuttaki gorevi organizmadaki H,O,'nin oksijen ve suya
dontstiirilmesini saglamaktir. Bu calismada sigir karacigerinden elde edilmis ve
kristallestirilmis olan katalaz enzimi alpha cypermetrin ve delta metrin ile dogrudan
etkilestirilerek enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve enzimin kinetik parametreleri tayin

edilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler

Alpha cypermethrin, Deltamethrin, Sigir Karaciger Katalazi,Etil Alkol, Sigir
Serum Albumin, Sodyum Hidroksit, Hidroklorik Asit, Sodyum Kloriir, Bakir iki siilfat
pentahidrat, Folin-Ciocalteu,Potasyum hidrojen fosfat, Potasyum dihidrojen fosfat,
Hidrojen peroksit, Sodyum karbonat, Trisodyum sitrat.

2. 1.2. Kullanilan cihazlar

Magnetik Karistirici, pH Metre, Vorteks, Etiiv, Otomatik Pipet, Analitik Terazi,
UV-Vis Spektrofotometre (Perkin Elmer).

2.2. Yontem

1M HCI Cézeltisi: Once biraz saf su iizerine 8,3 ml HCI (stok, derisik) eklenip
daha sonra elde edilen asit- saf su ¢ozeltisi yine saf su ile 100 ml’ye tamamlanmuistir.

1M NaOH Cozeltisi: NaOH katisindan 4 g almip 100 ml saf su igerisinde
¢Ozilinmesi saglanmistir.

Fosfat Tamponu: Fosfat tamponu hazirlamak i¢in 5,8 g K;HPO4 ve 2,273 ¢
KH,PO, bir balon joje igerisine alinmigtir. Bu kimyasallarin {izerine 1L'den biraz az
olacak sekilde saf su eklenerek bir beher i¢ine alinmistir. Magnetik karistirici iizerinde
daha once hazirlamis oldugumuz 1M HCl ve 1M NaOH cozeltilerinin yardimiyla
¢ozeltinin pH degerinin 7,5 olmasi saglanmistir. pH degeri 7,5 olduktan sonra iizerine
saf su eklenerek 1L'ye tamamlanmustir.

Katalaz Cozeltisi (0,Smg/ml): Analitik terazi yardimiyla 0,025 g CAT tartilarak
tizeri daha 6nce hazirlamis oldugumuz fosfat tamponu ile 50 ml’ye tamamlanmistir.

Serum Fizyolojik (%0,9 NaCl): NaCl'den 0,9 g tartilarak tizeri saf su ile 100

ml’ye tamamlanmaistir.
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Standart Protein Cozeltisi: Sigir albiimiininden 0,025 g tartilarak iizerine daha
once hazirlamis oldugumuz serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 50 ml'ye tamamlanmistir.
Serum fizyolojik albiimin {izerine eklenirken yavasca karistirllmalidir, bdylece
¢Ozeltinin kopiirmesi engellenmis olur.

Alpha Cypermethrin ve Deltamethrin Pestisit Cozeltileri: Analitik terazide
0,0100 g pestisit alinip tlizerine 2 mL etil alkol eklenerek 5000 ppm (mg/L) pestisit
coOzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 0, 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm

derisimlerde enzim-pestisit ¢ozeltileri hazirlanmstir.
2.2.1. CAT aktivitesinin dl¢iilmesi

Katalaz aktivitesinin 6l¢iilmesi Aebi, H. (1974) tarafindan 6nerilen Lartillot, S.
ve ve vd. (1988) tarafindan gelistirilmis olan metoda gore yapilmistir. Enzimatik
aktivite tayini i¢in H,O,'Iin 240 nm'deki absorbans degerinin enzimle etkilesmesi sonucu
zamanla azalmasina bagli olarak gerceklestirilmistir. Hidrojen peroksit i¢in molar
ekstinksiyon katsayis1 0,0396 cm?/pmol’diir. CAT aktivitesinin Slgiilmesi yonteminde
substrat olarak 50 mmol/L fosfat tamponu igerisinde 10 mmol/L H,0, olacak sekilde
hazirlanmistir. Deney tiipii icerisinde 2,5 mL substrat tizerine 20 pL test edilecek olan
enzim ¢ozeltisi eklenmistir. Iki dakika sonra 0,5 ml 1M HCI ¢ozeltisi eklenerek enzim
substrat reaksiyonunun durmasi saglanmistir ve 240 nm'de absorbans degeri
Olgtilmiistiir (Lartillot ve vd. 1988).

0,5 ml 1M HCI1 ve 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=7,5) igeren ¢ozelti
kor ¢ozelti olarak kullanilmistir. H,O,’in baslangigtaki absorbansini (As) belirlemek
icin 2,5 ml substrat ve 0,5 ml IM HCI igeren ¢oOzeltinin absorbansi Ol¢iilmiistiir.
Proteinin neden olacagi absorbansi (At) belirlemek i¢in 20 pL enzim ¢ozeltisi, 2,5 ml
fosfat tamponu ve 0,5 ml 1M HCI iceren ¢ozeltinin absorbansi Olgiiliir. Enzimatik

aktiviteden dolay1 absorbans (A) degisimi;
A =(As + At)- Ar

Enzim aktivitesinin IU/mL cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.
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AVt

Akt =
E.t.Ve

Vt= Toplam reaksiyon hacmi (mL)

Ve= Kullanilan enzim ¢ozeltisinin hacmi (mL)

€= H,0,’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0,0396 cm2/umol)

t= Reaksiyon zamani (dakika)

Her 6rnekteki protein miktar1 belirlenerek aktivite umol H,O, mg prot'l.dak'l olarak
hesaplanmistir (Lartillot ve vd. 1988).

2.2.2. Protein tayini

Protein tayini metodu Lowry ve ve vd. (1951) tarafindan 6nerilen yonteme gore
yapilmistir. Protein tayinini yapmak icin asagida oOzellikleri belirtilen 1, 2 ve 3

¢ozeltileri hazirlanmistir.

COZELTI 1: 2 g Na,COs, 0,1 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde ¢dziilerek ve ayni
¢ozelti ile son hacim 100 ml’ye seyreltilerek hazirlanmistir.

COZELTI 2: 0,5 g CuS04.5H,0, %]1’lik NasCsHsO; 2 H,O c¢ozeltisinde
coziilerek son hacim ayni1 ¢ozelti ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmastir.

COZELTI 3: 1 ml 2. ¢ozeltiden ve 50 ml birinci ¢ozeltiden almarak
karistirilmastir.

FOLIN-CIOCALTEU COZELTISI: Folin-Ciocalteu 1:loraninda saf su ile
seyreltilerek hazirlanmistir.

STANDART PROTEIN COZELTISI: %0,9’luk NaCl (serum fizyolojik)
cozeltisiyle 1 ml’sinde 0,5 mg. s1gir albiimini olacak sekilde hazirlanmistir.

STANDART PROTEIN EGRISININ CiziMi: 6 adet deney tiipiine standart
protein ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml) sirasiyla 0; 50; 100; 250; 500; 1000 ul eklenerek
serum fizyolojik ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerdeki protein derigimleri sirasiyla
0; 0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml’ye tekabul eder. Her tiipe 5 ml C ¢ozeltisi ilave
edilip, 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:1 oraninda seyreltilmis
Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 ml eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletilip

tiip igeriklerinin absorbanslar kor ¢ozeltiye karst 750 nm’de okunmustur. Okunan bu
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absorbanslar standart protein derisimlerine karsi grafige gecirilmistir (Lowry ve ve vd.

1951).

1,4 -
A 1,2 - A
b 1
S
y =2,38x
° 0,8 - R2 = 0,9839
r
b 0,6 -
a
04 -
n
s 0,2 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derisim (mg/ml)

Sekil 2.1. Standart protein grafigi

2.2.3. istatistik

Deney sonuglarindan elde edilen ¢iktilarin istatistik analizi igin SPSS 21
bilgisayar paket programi kullanilmistir. Her bir pestisit etkisinde derisimler arasindaki
aktivite diizeylerini karsilastirmak icin SNK (Student Newman Keul’s) testi

uygulanmigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bulgular

3.1.1. Deltamethrin’in CAT ile etkilestirilmesi

Farkli derisimlerde hazirlanan deltamethrin CAT enzimi ile etkilestirilerek, CAT

enziminin aktivitesi olgiilerek elde edilen veriler ¢izelge 3.1°de verilmis olup, aktivite

derigim grafigi sekil 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli deltamethrin derisimlerinin CAT aktivitesi lizerine etkisi

Derisim (ppm) AktivitetStandart Hata (U/mg)
0 1047+0a
25 971+3b
50 870+16¢C
100 780+5d
250 621+14e
500 391+25f

Veriler Aritmetik ortalama =+ Standart hata seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢, d, e ve f” harfleri
derisimler arasindaki aktivite diizeylerinin ayrimini belirlemek amacryla kullanilmistir. Farkli harflerle

gosterilen veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P<0.05, n=3).

1200
1000

800

Aktivite
(U/mg)

400

600 -

200 -

O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Derisim (ppm)

Sekil 3.1. Deltamethrin ile etkilestirilen CAT’ 1n aktivite grafigi

Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1. incelendiginde artan deltamethrin pestisit derigimi ile

katalaz enziminin aktivitesini kaybederek inhibisyona ugradigi saptanmistir. Kontrol
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grubuyla karsilagtirildiginda deltamethrin ile etkilestirilenkatalaz enzimi aktivitesindeki
inhibisyon degerlerinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. (P<0.05, n=3).
Deltamethrin‘in 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde katalazenzim aktivitesindeki
yilizde azaliglarinin sirasiyla 7,3; 16,9; 25,5; 40,7 ve 62,7 oldugu hesaplanmuistir.

3.1.2. Deltamethrin’in inhibisyon tiirii

CAT enzimi i¢in farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H2O2: 1 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM) ve Deltamethrin (0 ppm, 50 ppm ve 100 ppm)
derisimlerinde CAT aktivitesine bakilmistir. Deltamethrin'in CAT’1 yarismasiz olarak
inhibe ettigi bulunmus olup, aktivite degerleri cizelge 3.2°de verilmis, sekil 3.2°te de

grafigi ¢izilmistir.

Cizelge 3.2. CAT igin farkli deltamethrin ve substrat derisimlerinde 6l¢giilen aktivite

degerleri
H,0, Oppm 25 ppm 100 ppm
1[S] /v v v
UM (U/mg prot)™ (U/mg prot)* | (U/mg prot)™
(1M) x10™ x10™ x10™
1000,0 37,0 40,3 82,0
200,0 13,7 17,9 35,7
100,0 9,3 12,4 23,2
66,7 55 8,6 93
50,0 4,3 6,0 7,7
40,0 3,0 3,7 7,2
33,3 2,9 3,7 6,3
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90,0 -
80,0 -
70,0 - =¢=0 ppm
60,0 - y = 0,0342x + 3,5452
' R2=0,9721
50,0 -
(1/Vv)*e*
40,0 -
=li=25 ppm
30,0 -
20,0 - y = 0,0358x + 5,6147
' R2 = 0,9402
10,0 L=
T '—C/ T T T T 1 100 ppm
-200,0 0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0
=0,076x + 8,3063
1/[S(M y=0, ,
/5] R2=0,9385

Sekil 3.2. Deltamethrin ile etkilestirilen CAT’1n Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk grafiginden deltamethrin’in, CAT enzimini yarigmasiz
(nonkompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir.

Sekil 3.2'de grafige aktarilmis olan verilerden yararlanilarakVm.x Ky ve K;
(inhibisyon sabiti) bulunmustur. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon igin

Lineweaver-Burkesitligi:

1 Ky 1+ [1]) 1 N 1 1+ [1])
\ Vmak Ki [S] Vmak Ki
Egim = VK—“‘(l + %)’den Ki bulunabilir.
mak i

0 ppm Deltamethrin igin Vpyax Ve K, degerleri;
Vmax= 2821 U/mg,

Km=9,65x10 M,

Ki=0,00 M

25 ppm Deltamethrin i¢in Vo« Ve K, degerleri;
Vimna=1781 U/mg,

Km=6,38x10" M,

Ki=4,73x10° M
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100 ppm Deltamethrin i¢in Vax Ve K, degerleri;

Vmax=1204 U/mg,

Km=9,15x10" M,

Ki=8,91x10™ M

Deltamethrinde Km degerlerininn birbirine yakin, Vmax degerlerinin azaldigi

belirlenmistir.
3.1.3. Alpha cypermetrin’in CAT ile etkilestirilmesi

Farkli derisimlerde hazirlanan alpha cypermetrin CAT enzimi ile etkilestirilmis,
CAT enziminin aktivitesi Ol¢iilerek elde edilen veriler ¢izelge 3.3’de verilmis olup,

aktivite derisim grafigi sekil 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Farkli alpha cypermetrin derisimlerinin CAT aktivitesi lizerine etkisi

Derisim (ppm) AktivitetStandart Hata (U/mg)
0 1607+30a
25 1570+0a
50 1559+5a
100 1443+4b
250 1385+25¢
500 1345+3¢

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata geklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b ve ¢ harfleri derigimler
arasindaki aktivite diizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen

veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P<0.05, n=3).
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Sekil 3.3. Alpha cypermetrin ile etkilestirilen CAT’1n aktivite grafigi

Cizelge 3.3. ve Sekil 3.3. incelendiginde artan alpha cypermethrin pestisit
derigimi ile katalaz enziminin aktivitesini kaybederek inhibisyona ugradigi saptanmustir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda alpha cypermethtin ile etkilestirilen katalaz enzimi
aktivitesindeki inhibisyon degerlerinin istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmistir
(P<0.05, n=3). Alpha cypermethrin’in 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm -etkisinde
katalazenzim aktivitesindeki yiizde azaliglarinin sirasiyla 2,3; 3,0; 10,2; 13,8 ve 16,3

oldugu hesaplanmustir.

3.1.4. Alpha cypermethrin‘in inhibisyon tiirii

CAT enzimi i¢in farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H,O,: 1 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM) ve alpha cypermethrin (0 ppm, 50 ppm ve
100 ppm) derisimlerinde CAT aktivitesine bakilmistir. Alpha cypermethrin'in CAT’1
yarismasiz olarak inhibe ettigi bulunmus olup, aktivite degerleri ¢izelge 3.4.’de

verilmis, sekil 3.4.’te de grafigi ¢izilmistir.
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Cizelge 3.4. CAT i¢in farkli Alpha Cypermethrin ve substrat derisimlerinde 6lgiilen
aktivite degerleri

H,0, Oppm 25 ppm 100 ppm
1/v 1/v
(11//[I\S/I]) (u/ 1/\1)'1>< 10 (u/ mg/pmt)_l (u/ mg/pmt)_l
mg pro x10° x10°3
1000,0 6,0 16,4 29,1
200,0 1,9 7,6 11,1
100,0 1,4 5,8 8,4
66,7 0,9 2,8 5,6
50,0 0,8 2,5 4,7
40,0 0,6 0,9 0,9
33,3 0,6 0,7 0,8
35,0 -
30,0 -
=4=0 ppm
25,0 -
y =0,0055x + 0,5827
20,0 - R?=0,9915
(1/V)*E3
15,0 -
=f=25 ppm
10,0 1 y = 0,0149x + 2,0719
5,0 - R?=0,8997
-200,0 300,0 800,0 100 ppm
=0,0268x + 2,9471
1 M y 7 ’
/ISM)] R?=0,9377

Sekil 3.4. Alpha cypermethrin ile etkilestirilen CAT in Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk grafiginden alpha cypermethrin’in, CAT enzimini yarigmasiz
(nonkompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir.

Sekil 3.4'de grafige aktarilmis olan verilerden yararlanilarakVma K ve K
(inhibisyon sabiti) bulunmustur. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon igin
Lineweaver-Burkesitligi:



Egim = == (1+ %)’den Ki bulunabilir.

mak

0 ppm Alpha cypermethrin i¢in Vinax ve K, degerleris;
Vmax= 1716 U/mg,

Kim=9,44x10° M,

Ki=0,00 M

25 ppm Alpha cypermethrin i¢in Vmax Ve Ky, degerleri;
Vmax=483 U/mg,

Km=7,19x10" M,

Ki=2,22x10° M

100 ppm Alpha cypermethrin icin Vmax Ve Ky, degerleri;
Vmax=339 U/mg,

Km=9,09x10° M,

Ki=4,93x10° M

Alpha cypermethrin Km degerlerinin birbirine yakin, Vmax degerlerinin azaldig:

belirlenmistir.

3.1.5. Deltamethrin ve alpha cypermethrinin CAT aktivitesi iizerine etkisinin

karsilastirilmasi

Cizelge 3.5. ve Sekil 3.5. incelendiginde deltamethrin ile etkilestirilen katalaz
enziminin aktivitesindeki dislisiin, alpha cypermethrin ile etkilestirilen katalaz
enziminin aktivitesindeki diisiisten belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yani ayni oranda artan pestisit derisimlerinde deltamethrin, alpha
cypermethrine gore katalaz aktivitesini daha giiclii bir sekilde diislirmiistiir. 500
ppm'deki derisimler incelendiginde katalaz aktivitesi, deltamethrine maruz birakilan
Olcimde aktivitesini % 37 oraninda koruyabiliyorken, alpha cypermethrine maruz

birakilan 6lgiimde % 84 oraninda korumustur.
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Cizelge 3.5. Deltamethrin ve alpha cypermethrin ile etkilestirilen katalaz enzim

aktivitesinin % degerleri

Pestisit Derisimi (ppm)

Pestisit Derisimi (ppm) Deltamethrinile Alpha cypermethrin ile
etkilestirilen CAT etkilestirilen CAT
Enziminde % Aktivite Enziminde % Aktivite
0 100 100
25 93 98
50 83 97
100 76 90
250 59 86
500 37 84
100 3
- N
80 -
70 -
60 - Deltamethrin
%CAT Aktivitesi 5g -
40 -
30
20 -
10 -
0 . . . .
0 100 200 300 400 500

Sekil 3.5. Deltamethrin ve alpha cypermethrin ile etkilestirilen katalaz enzim
aktivitesinin % degerleri grafigi

Sonug olarak katalaz iizerinde, deltamethrinin alpha cypermethrine gore daha

giiclii bir inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir.
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3.2. Tartisma

Bu calismada piretiroid insektisit grubunda bulunan deltamethrin ve alpha
cypermethrin pestisitlerin katalazenzimi ile etkilesmesi saglanarak enzim aktivitesinin
degisimi belirlenmistir.

25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 250 ppm ve 500 ppm derisimlerinde deltamethrin,
katalaz ile etkilestirildiginde enzim aktivitesindeki azalis sirasiyla % 7,3, % 16,9, %
25,5, % 40,7, ve %62,7 olarak tespit edilmistir. Bu azalis degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda test edilen tiim derisimlerde katalaz aktivitesinin istatistiksel olarak
onemli dlgiide azaldigr saptanmistir (P<0.05, n=3). Deltamethrin i¢in Oppm, 25 ppm,
ve 100 ppm derisimlerde Vmax (2821 U/mg, 1781 U/mg, ve 1204 U/mg) ve Km
(9,65x10° M, 6,38x10° M, ve 9,15x10° M) degerleri hesaplanmistir. Bu veriler
1s181inda artan deltamethrin pestisit derisimleri ile katalaz enziminin aktivitesini dnemli
Olciide kaybederek inhibisyona ugradigi tespit edilmistir.

25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 250 ppm ve 500 ppm derisimlerinde alpha
cypermethrin,katalaz ile etkilestirildiginde enzim aktivitesindeki azalis sirastyla % 2,3,
% 3,0, % 10,2, % 13,8, ve % 16,3 olarak tespit edilmistir. Bu azalis degerleri kontrol
grubuyla Kkarsilagtirildiginda test edilen tim derisimlerde katalaz aktivitesinin
istatistiksel olarak ©nemli oOlglide azaldigi saptanmistir (P<0.05, n=3). Alpha
cypermethrin igin Oppm, 25 ppm, ve 100 ppm derisimlerde Vmax (1716 U/mg, 483
U/mg, ve 339 U/mg,) ve Km (9,44x10° M, 7,19x10° M, ve 9,09x10° M) degerleri
hesaplanmistir. Bu veriler 1s18inda artan alpha cypermethrin pestisit derisimleri ile
katalaz enziminin aktivitesini 6nemli ol¢iide kaybederek inhibisyona ugradigi tespit
edilmistir.

Oliveira ve vd. (2012), karideslerin karaciger ve diger dokularindaki
antioksidan parametreleri arastirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, karidesleri
deltamethrine maruz birakmuslar ve 39 ng L™ deltamethrine maruz kalan karideslerin
sindirim bezlerinde katalaz aktivitesinde énemli bir azalma oldugunu rapor etmislerdir.
Bu durumun yiiksek seviyelerde lipid peroksidayona eslik eden bir antioksidan savunma

sistemi bozukluguna isaret ettigini ileri stirmiislerdir.
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Yonar ve Sakin (2011), deltamethrinin zehirleyici etkisine karsi lycopenin
iyilestirici  etkisini  arastirmak  amaciyla  baliklar  ilizerinde  yaptiklar
calismada,deltamethrine maruz kalan baliklarda, antioksidan savunma elemanlarindan
biri olan katalaz aktivitesinde dnemli azalmalar gézlemlemislerdir.

Sayeed ve vd. (2003), tatli su baliklar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, baliklara
laboratuar kosullarinda tek doz deltamethrin(0.75 mg/L) uygulamis ve 48saat sonunda
bobrek ve karacigerde biyokimyasal parametreleri degerlendirmislerdir. Baliklar {izerine
yaptiklar1 ¢alismalarda her iki dokudaki katalaz aktivitesinde de Onemli diisiisler
gbzlemlemislerdir.

Sakr ve Al-Amoudi (2012), feslegenin deltamethrine karsi koruyucu etkisini
arastirmak i¢in deltamethrine maruz birakilan  memelilerin bobrek dokularinda
meydana gelen histopatolojik degisimleri incelemislerdir. Bu incelemeler sonucunda
deltamethrine maruz kalan memelilerin bdbrek dokularinda malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunda onemli bir artis, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitesinde
azalma gozlemlemislerdir.

Sharma ve Ansari (2013) oldiiriici olmayan dozlarla 16 giinliik periyodlarda
zebra baliklarin1 deltamethrine maruz birakmiglardir. Deltamethrine maruz kalan zebra
baliklarinin beyin ve kas dokularinda katalaz , lipid peroksidasyon (LPO) ve glutatyon
(GSH) biyokimyasal parametrelerini incelemislerdir. Bu g¢aligmalar sonucunda beyin
ve kas  dokularindaki  biyokimyasal  parametrelerde = Onemli  degisimler
gozlemlemislerdir. Beyin dokusunda LPO degerlerinde  biitlin  pestisidal
konsantrasyonlarda énemli (p<0,05) artislar gozlemlemislerdir. Katalaz degerlerinde en
yiiksek azalma (p<0.001) 8. glinde kaydedilmistir. Kas dokusunda GSH degerlerinde
ortalama % 69'a kadar ani bir artig, beyin hiicresinde de onemli artis (p<0.05)
kaydetmislerdir.

Rehman ve vd. (2006), farelerde deltametrinin oksidatif stres {izerine etkileri ile
ilgili bir calisma yapmisglardir. Farelere oral yollarla 15 giin boyunca farkli dozlarda
(5.6ve 18mg/kg (B.W)) deltamethrin vermisler ve bobrek ve karacigerdeki
biyokimyasal parametrelerin degisimini saptamiglardir. 15. giiniin sonunda her iki

dokuda ve her iki dozda katalaz aktivitesinde 6nemli diisiis gézlemlemislerdir.
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Manna ve vd. (2006), alpha cypermethrin’i dimetilsiilfoksitte ¢oziip, 1/10 LD50
(14,5 mg/kg) oraninda 60 giin boyunca farelere vermislerdir. Kontrole gore karaciger
katalaz ve sliperoksit dismutaz aktivitelerinde diisiis kaydetmislerdir.

Manna ve vd. (2004), alpha cypermethrininLDsodoz seviyesindeki antioksidan
aktiviteler, biyokimyasal parametreler ve histopatolojik 6zellikler iizerine akut etkilerini
aragtirmak i¢in, sicanlara oral yolla viicut agirliklart baz alinarak 145 mg/kg alpha
cypermethrin vermislerdir. Yaptiklar caligmalar sonucunda alpha
cypermethrinindokulardaki katalaz aktivitesini diisiirdiigiinii gézlemlemislerdir.

Daha once yapilan calismalar incelendiginde hem deltamethrin hem de alpha
cypermethrin pestisitlerin genelliklekatalaz enzimi iizerinde inhibisyona sebep oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla daha 6nce elde edilmis bulgularin bizim ¢aligmamiz sonucu
elde edilen bulgularla paralellik gosterdigini sdylemek miimkiindiir.

Ancak, Wielgomas ve Krechniak'in (2007), calismasi da yaptigimiz ¢alismayla
kismen uyumsuz goriinmektedir. Wielgomas ve Krechniak (2007), yaptiklarin
caligmada siganlar tizerinde organofosfat, klorpirifos ve alpha cypermethrinin etkilerini
arastirmiglardir. Yaptiklar1 calismada 5mg/kg B.W ve 10mg/kg B.W dozlarda, 14 ve 28
giinliik periyotlarda hayvanlara pestisit vermisler ve 14 giiniin sonunda eritrositlerdeki
katalaz aktivitesinde yilikselme gozlemlemisler ancak karaciger dokusundaki katalaz
aktivitesinde onemli diisiis gozlemlemislerdir. Bu sonug¢ alpha cypermethrin ve diger
insektisitlerin  inhibisyon etkisinin eritrositlerde tolere edilmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Karaciger dokusunda ise beklenildigi lizere katalaz aktivitesinde
onemli bir diisiis saptanmustir.

Oliveira ve vd. (2012), yaptiklar: calismada 19 ng L™! dozajinda deltamethrin
ile yaptiklar1 uygulamada katalaz aktivitesinin 6nemli Ol¢iide artmasi yaptigimiz
calisma ile tezat gostermektedir. Cilinkii bizim yaptigimiz c¢alismada deltamethrinin
biitiin derisimlerde katalaz aktivitesini diislirerek inhibisyona sebep oldugu saptanmastir.
Bu tezatin olusmasmin sebebi karideslerde detoksifikasyona sebep olan enzimlerin
etkisi olabilir. Bu durum ayr bir arastirma konusu olarak diistintilebilir.

Calismamizda deltamethrin ve alpha cypermethrinin katalazenzim aktivitesini
azaltarak yarigsmasiz olarak inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir. Canli dokulara alinan
pestisitler H,O,’yi su ve oksijene parcalayarak etkisiz hale getiren katalazenzimini

inhibe ederek viicuttaki HO, miktarinin artmasina sebep olmaktadir. Bunun sonucunda
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da dokulardaki radikallerin artacagi diisiiniilmektedir. Ayrica daha Once yapilan
calismalardan da pestisitlerin oksidatif stresi arttirdiklar1 anlasilmaktadir. Bu nedenle
yukarida literatur arastirmasi  yapilmis olan c¢alismalar bu ¢alismamizi

desteklemektedir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1. Sonuclar

Yapilan deneyler sonucunda asagidaki sonuglar bulunmustur.
1) 0 ppm’den 500 ppm’e kadar artan deltamethrin derisimleri ile etkilestirilen
katalaz(CAT) enziminin aktivitesinde azalma g6zlenmistir.
2) Deltamethrin’in katalaz1 (CAT) yarismasiz (nonkompetitif) olarak inhibe ettigi tespit
edilmistir.
3) 0’dan 500 ppm’e kadar artan alpha cypermethrin derisimleri ile etkilestirilen CAT
enziminin aktivitesinde azalma gézlenmistir.
4) Alpha cypermethrin’in katalazi (CAT) yarismasiz(non-kompetitif) olarak inhibe
ettigi tespit edilmistir.
5) Deltamethrin’in alpha cypermethrine oranla katalazenziminin aktivitesini daha fazla

azalttig1 anlasilmistir.

4.2. Oneriler

1) Katalazenzimi ile baska pestisitler de etkilestirilebilir.

2) Deltamethrin ve alpha cypermethrinile baska enzimler etkilestirilebilir.

3) Enzim olarak sadece sigir karacigerinden elde edilen katalaz yerine baska canli
dokularindan elde edilen katalaz enzimi kullanilabilir.

4) Katalazin (CAT) diger pestisitler tarafindan inhibisyona ugrayip ugramadigi,
inhibisyona ugruyorsa ne tiir bir inhibisyon gergeklestigi arastirilabilir.
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