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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KATALAZ AKTIiVITESI UZERINE LAMBDA CYHALOTHRIN VE
FENTHION PESTISITLERIN ETKIiSi

Filiz KAPLAN

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Doc. Dr. Hasan KARADAG
Yil: 2015, Sayfa Sayist: 45
Jiiri : Prof. Dr. Ziibeyde BAYSAL
: Do¢. Dr. Cumhur KIRILMIS
: Yrd. Doc. Dr. Hasan KARADAG

Bu ¢alismada, lambda cyhalothrin ve fenthion pestisitlerin sigir karaciger katalaz
(CAT) enzim aktivitesi lizerine olan etkisi incelenmistir. CAT aktivitesi, 0 ppm’den 500
ppm’e artan lambda cyhalothrin ve fenthion pestisit derisimi ile inhibisyona ugramaistir.
Lambda cyhalothrinin 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim
aktivitesindeki yiizde azaliglarin swrasiyla 3,4; 11,7; 12,7; 21,2 ve 22,5 oldugu
hesaplanmistir. Fenthionun 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim
aktivitesindeki ylizde azalislarin swrasiyla 4,6; 6,2; 6,7; 17,1 ve 19,9 oldugu
hesaplanmistir. Lambda cyhalothrinin CAT’1 yarismasiz (nonkompetitif) olarak inhibe
ettigi, fenthionun CAT’1 yarigmali (kompetitif) olarak inhibe ettigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lambda cyhalothrin, Fenthion, Katalaz, Inhibisyon ve Pestisit.
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EFFECT OF LAMBDA CYHALOTHRIN AND FENTHION PESTICIDES ON
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In this study, effect of lambda cyhalothrin and fenthion pesticides on bovine
liver catalase (CAT) activity was investigated. CAT activity was inhibited by increasing
lambda cyhalothrin and fenthion pesticides concentrations from 0 ppm to 500 ppm.
Under the exposure of 25, 50, 100, 250 and 500 ppm lambda cyhalothrin
concentrations, percent of CAT enzyme activity decreases were calculated as 3.4; 11.7;
12.7; 21.2 and 22.5, respectively. Under the exposure of 25, 50, 100, 250 and 500 ppm
fenthion concentrations, percent of CAT enzyme activity decreases were calculated as
4.6; 6.2; 6.7, 17.1 and 19.9, respectively. Lambda cyhalothrin inhibited CAT non-
competitively and fenthion inhibited CAT competitively.

KeyWords: Lambda cyhalothrin, Fenthion, Catalase, Inhibition and Pesticide.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler metabolizma agisindan onemli bir role sahiptir. Canliligin devamu,
kendini yenileyebilme, enerji alabilme ve fiiretebilme gibi bir ¢ok metabolik olay
acisindan olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

Protein grubunda yer alan ve katalizleme, diizenleme fonksiyonlarma sahip olan
enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek kimyasal reaksiyonlarm hizli ger¢ceklesmesini

saglar (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

1.1.1. Enzimlerin simiflandirilmasi
Enzimler etki ettikleri maddenin isminin sonuna ‘az’ eki getirilerek
isimlendirilmistir. Fakat bu isimlendirme yontemi ile karisiklik yasandigi i¢in enzimler

ozelliklerine gore simiflandirilmistir (Tiiziin 2005).

Oksidorediiktazlar: indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarinda rol alan enzimlerdir.

Gliseraldehit-3-fosfat: NAD oksidorediiktaz / gliseraldehit fosfat dehidrojenaz

Transferazlar: Reaksiyonda transferi saglayan enzimlerdir.
D-Sedoheptiiloz-7-fosfat: D-gliseraldehit-3-fosfat glikolaldehittransferaz /

transketalaz

Hidrolazlar: Hidroliz gergeklesen reaksiyonlarda rol alan enzimlerdir.

Asetilkolin : asetihidroaz / asetilkolinesteraz

Liyazlar: Maddelerin birbirinden ayrilmasi gerektigi reaksiyonlarda rol alirlar.

C-C bagn1 bolen enzim Asetoasetat karboksiliyaz

Izomerazlar: izomerlerin doniisiim reaksiyonlarinda rol alirlar.

Alanin rasemaz

Ligazlar: maddelerin birbirine baglanmasi gerektigi reaksiyonlarda rol alirlar.

C-O bagmi olusturan enzim L-alanin- tRNA ligaz (Tiizlin 2005).




1.1.2. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimlerin reaksiyon hizina nasil etki ettigini, reaksiyonlarm nasil
gerceklestigini inceler (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

( X: reaksiyona giren madde, Y: reaksiyondan ¢ikan madde)

X ->Y

X+Y —>Z

R
2X—>Y

\Y

K., Substrat

Sekil 1.1. Reaksiyon hizina substrat konsantrasyonu etkisi (Keha ve Kiifrevioglu 2011)



Michaelis-Menten esitligi:

_ Vimax [S] _ (kg +k3)
0= Ky = "
Kon + [5] ky

Michaelis-Menten esitligi ters ¢evrildigi zaman asagidaki denklem ortaya ¢ikar ve bu

denkleme Lineweaver-Burk denklemi denir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

A
e
-1 1
K_Hl — /Vmax
1 .

Sekil 1.2. Lineweaver-Burk grafigi (Keha ve Kiifrevioglu 2011)



1.1.3. Enzim etkinligini degistiren faktorler

Sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, enzim miktari, iyon siddeti, kofaktor
konsantrasyonu, inhibitor ve aktivatdr konsantrasyonu enzimin etki etme diizeyini
degistirir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

Sicaklik arttik¢a enzimlerin etkinligi de artar ancak belli bir seviyeden sonra yani
sicakhigin ¢ok fazla artmasi enzimlerin etkinligini diistiriir, olumsuz etkiler. Enzimler
icin en ideal sicaklik 50 °C civarmdadir (Tiiziin 2005).

Enzimin| sicaklkla
inaktivasyonu

Reaksivon Hizi (V)

i} |J—_d .
Sicaklik |t C)

Sekil.1.3 . Sicakligin reaksiyon hizina etkisi (Aksoy 2008, Ozhan 2014)

Enzimler ¢ok asidik veya ¢ok bazik ortamlarda istenilen etkiyi gostermezler. Notr
ortamlarda daha iyi etki gdsterdikleri gozlenmistir. Bunun nedeni hiicre stoplazmasinin

pH’1 7,0 civarinda olmasidir (Tiiziin 2005).

Reaksiyon Hizi

pH

Sekil.1.4. pH’ 1n reaksiyon hizma etkisi (Keha ve Kiifrevioglu 2011)



1.1.4. Enzim inhibisyonu
Enzim aktivitesinin diigiirilmesine inhibisyon denir. Enzim inhibisyonu

doniisiimlii inhibisyon ve doniisiimsiiz inhibisyon olmak iizere iki sekilde gerceklesir.

1.1.4.1. Déniisiimsiiz inhibisyon: Bilesikler veya katyonlar (inhibitor) enzime ¢ok sik1

kovalent baglarla baglanirlar ve enzim fonksiyonlarini kaybedecek hale gelir (Tiiziin

2005).

1.1.4.2. Déniisiimlii inhibisyon

1.1.4.2.1. Yanismah inhibisyon: Yarigmali inhibitér substrata benzer ve substratla

yarisarak enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece yarigmali inhibitdr substratin

enzime baglanmasini engeller ve kendisi baglanir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).
Reaksiyonun mekanizmasi enzimin (E) substratla (S) ve enzimin inhibitérle ikili

kompleksler vermesine dayanir (Tiiziin 2005).
E+S<ES—EU—-E+U

E +1 < E.I — reaksiyon vermez (Tiiziin 2005).

Inhibitorlii reaksiyonun substrat derisimine bagli hiz denklemi (Tiiziin 2005).

Linewear-Burk esitligi ve egim (Pamuk 2000).

[S] Vmak

v Vmak

1+ —

=0 et

Egim = == (1 + 1)

mak Kj
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Reaksiyon Hizi
‘_<
=
g
1

Kompetitif inhibitorlii

o

Sekil 1.5. Yarigmali inhibitorlii tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Aksoy 2008, Ozhan 2014)

1.1.4.2.2. Yansmasiz inhibisyon: Inhibitdr ve substrat birbirine benzemediginden
aralarinda yarisma gibi bir durumdan bahsedilemez. Inhibitdr (1) ve substrat (S) enzimin

farkli bolgelerine ayni1 anda baglanabilirler (Keha ve Kiifrevioglu 2011).
E+S<~ES—EU—-E+U
E+1< EI+S < E.IS — reaksiyon vermez

E.S +1 < E.IS — reaksiyon vermez (Tiiziin 2005).

Linewear-Burk esitligi ve egim (Pamuk 2000).

%zVIr(nI:k(l-l_ [%)[;_]-I_V:ak(l ¥ [KLD
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Sekil 1.6. Yarismasiz inhibitorli tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk

grafigi (Aksoy 2008, Ozhan 2014)

1.1.4.2.3. Simrh yarnismah inhibisyon: Inhibitoér sadece [ES] kompleksine baglanir

(Keha ve

Linewear

Kiifrevioglu 2011).

E+S—ES—EU—>E+U

E.S +1 < E.S.I — reaksiyon vermez (Tiiziin 2005).

-Burk esitligi (Pamuk 2000).

K, 1

Vmak [S]

1
\4

1

Vmak
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Sekil 1.7. Sinirli-yarigsmali inhibitorlii tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Goziikara 2011, Ozhan 2014)

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar bir ¢esit savunma sistemleridir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
ve olusan tahribati onlemek amaciyla savunma olustururlar. Peroksidasyon zincir
tepkimesini engeller ve reaktif oksijen tiirlerini toplayip lipit peroksidasyonunu inhibe
ederler. Hiicrenin sivi ve membranlarinda bulunabilirler. Antioksidanlar toplayici,
bastirici, onarici ve zincir kirici gibi etki gosterirler (Akkus 1995).

Oksijen ¢ok reaktif bir molekiildiir ve O, nin H,O’ya rediiksiyonu esnasinda daha
reaktif ara bilesikler olusturur (Lledias ve ark. 1998, Cmkiloglu 2007). Fotosentetik
organizmalarda meydana gelen evrim sonucu atmosfere O, girmesi ve O bagh tiir ve
cinslerde evrim gergeklesmistir. Oksidatif reaksiyon ile glikoz aerobik organizmada
pargalanir. Sonug olarak O, var olan ortamda ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) ve RNS
(Reaktif Nitrojen Tiirleri)’ne karst endojen bir antioksidan sistem gelismistir (Sen ve
Packer 2000, Cinkiloglu 2007). Dogal antioksidant enzimler organizmada hiicre denge
ve diizenin saglanmasi agisindan hayati 6neme sahiptir ve indiiksiyonlar1 kirleticilere

kars1 verilen tepkinin sonucudur (Doyette ve ark. 1997, Cinkiloglu 2007).



Antioksidan savunma sistemi enzimatik ve nonenzimatik oOzellik gostererek
serbest radikal reaksiyonlarinin belirli bir seviyede kalmasini saglar. Serbest radikaller
ve lipid peroksidasyonuna karsi antioksidan savunma sistemi dengeleyici konumdadir.
Organizma toksik maddelere karsi savunma mekanizmasina sahip olmasima karsin bazi
hallerde bu savunma sistemi yetersiz kalabilmektedir (Thomas 1995, Kanter 2009).

Dogal (endojen) antioksidanlar; oOr: katalaz, hidroperoksidaz, siiperoksid
dismutaz, E vitamini, askorbik asit, melatonin, tirat, sistein, miyoglobin, hemoglobin,
albiimin. Eksojen antioksidanlar (ilaglar) 6r: ksantin oksidaz inhibitdrleri, soya fasiilyesi
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve rekombinant siiperoksit dismutaz.

Gida antioksidanlari; 6r: biitillenmis hidroksi toluen, sodyum benzoat (Akkus 1995).

1.3. Katalaz

Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6.) hayvan, bitki ve mikroorganizmada mevcuttur.
Protein yapisinda bol miktarda bulunan antioksidan bir enzimdir. Antioksidan enzimler
hiicre yapismin korunmasi ve serbest radikallerin yok edilmesinde onemli rol oynar.
Ayrica toksik hidrojen peroksidi hiicrelerden uzaklastrmada etkilidirler (Cimen vd.
2005).

Katalazin temel gorevi molekiiler oksijen varliginda sentezlenen hidrojen
peroksidin membranlarda olusturdugu geri doniisiimsiiz hasar1 engellemektir. Hidrojen
peroksit singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagidir. Hiicresel
bilesiklere zarar vermesini engellemek amaciyla katalaz, hidrojen peroksidin su ve

oksijene doniismesini saglar (Seriner ve Bilgin 2012).

CAT
2 H,0O, »?2 H,O + 0O,

CAT
2 H,O, + AH> »?2 H,O + A

Peroksidatif Reaksiyon

Katalaz enzimi peroksidaz aktivitesine sahiptir ve peroksizomlarda lokalize etki

gosterirler. Indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil, etil hidroperoksitleri gibi



kiicik molekiillii yapilara karsi etki gosterir. Biiylik yapida lipid hidroperoksid
molekiillerine karsi etki gostermezler (Akkus 1995).
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Sekil 1.8. CAT’1n etki mekanizmasi (Anderson ve Dawson 1991)

Katalazlar genel olarak dort gruba ayrilir: Monofonksiyonel hem grubu igeren
katalazlar, katalaz peroksidazlar, demir/hem icermeyip Mn igeren katalazlar ve diisiik
katalaz aktivitesi goOsteren c¢esitli proteinler. Hem grubu igeren monofonksiyonel
katalazlar (hidrojen peroksit oksidorediiktazlar, E.C.1.11.1.6.), en yaygmn gruptur
(Yiiziigiillii ve Ogel 2013).

N / :I‘I'_:"e
B &
S e

0/{\ o? Ton

Hem f
i
2”7
= o / :E:E
—— Ty L)
\ /
B ~
Sy, S
OH
Lo ]
oy
Lo}
Hem

Sekil 1.9. CAT enziminin hem b ve hem d yapis1 (Vasudevan ve Weiland 1994)
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Katalaz enzimi aerobik solunum yapan canlilarin duragan fazda uzun siire
yasamalarmi saglar. Katalazlar etanol ve metanol metabolizmasindada rol alir.
Katalazlarin hidrojen peroksiti mikromolar seviyelerin altina indirerek hiicre ici ve
hiicreler arasi sinyal iletimini arttirip biiylimeyi kismen uyardiklar1 da 6ne siiriilmiistiir.
Yapilan arastirmalar degerlendirildiginde katalazin sinyal iletimi, detoksifikasyon,
antioksidan mekanizmasina katki gibi bir¢ok rolii oldugu anlagilmaktadir (Yiiziigiilli ve

Ogel 2013).
1.4. Pestisitler
1.4.1. Pestisitlerin yapisi

Pestisitler zararli Oldiiriici kimyasal maddelerdir. Enzimlerin ¢aligmasimni
engelleyerek zehirlenmelere neden olurlar. Pestisitlerin kullanilabilirligi ve istenilen
etkiyi gostermesi agisindan fiziksel 6zelligi, erime ve kaynama noktasi, 6zgiil agirhigi,

¢cOzilinlirliigli, dayanikliligi, akiciligi, nem c¢ekme, emme yetenegi, suda dagilma,

ogiitiilme ve asindirma yetenegi ve renk gibi etkiler 6nem arz eder (Onciier 2000).
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1.4.2. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Aktif olduklar1 etkene gore simiflandirma (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Insektisitler:  Bocek oldiiriiciiler, (karincalar, hamam bdcekleri, sivrisinekler vb)
Herbisitler : Ot 6ldiiriiciiler ( yabani otlar, bitkiler, yosunlar)

Fungisitler :  Mantar 6ldiiriiciiler (bitkisel hastalik mantarlari, diger mantar cinsleri)
Akarisitler :  Akar dldiiriiciiler (Keneler, hali bocekleri, toz bocekleri vb)
Rodentisitler : Fare oldurticiiler, kemirici 6ldirtctler.

Pisisitler : Balik dldiiriiciiler

Avisitler : Kus Oldiiriiciiler

Mollususitler : Yumusakea Oldiiriiciiler

Nematisitler :  Nematodlar, topraktaki segmentsiz kurtlar

Kimyasal tiplerine gore siniflandirma.

Organofosfatlar
Piretroidler

N-metil karbamatlar
Klorlu hidrokarbonlar
Bisditiyokarbamatlar
Organotinler

Botanik kékenli maddeler
Arsenikler
Fenoksialifatik asitler
Fenol tiirevleri
Mikrobiyaller.

1.4.3. Pestisitlerde doz ve letal doz

Pestisitlerde uygulanacak doz miktar: etkili maddeye ve preparata gore ayarlanir.
Uygulanan doz miktar1 arttik¢a 6liim orani artar. Fakat bu artig belli bir noktaya kadar
siirer belli bir noktadan sonra doz artsa bile dliim orani ayni seviyede devam eder
(Onciier 2000).

Pestisitlerde letal doz pestisitin zehirliligi hakkinda bilgi verir. Letal doz (LDso)
test edilen populasyonun yarisim Oldiirmek igin gereken dozdur. Laboratuvar
kosullarinda ilaglar bocek, fare gibi canlilara uygulanarak pestisit konsantrasyonu ve
oliim arasindaki korelasyon hesaplanir ve prebit analizi yontemi ile letal doz degerleri

hesaplanabilir (Onciier 2000).
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Doz

1.4.4. Pestisitlerin yayilimi

Pestisitler hava, su, yiyecekler, toprak gibi maddelerle yayilim halindedir.
Dolayisiyla pestisitlerden hem dogrudan hem de dolayli olarak etkilenme s6z
konusudur. Sis ve duman makineleri ile havaya piiskiirtiilen pestisitler parcacik
biiyiikligline, dagilan hacme, hava akiminm hizina, havanin sicaklifmna ve farkh
etkenlere gore belirli bir alanda kalabilir veya istenmeyen alanlara dagilabilir. Bazi
pestisitler su akimi, topraga enjekte edilmesi, yagmur ve karla yer alti sularina
karisabilir. Bu nedenle sularin denetimi diizenli yapilmalidir. Pestisitlerin taginmasi ve
depolanmas1 Ozenle yapilmali yiyeceklerden wuzak tutulmahdir. Yiyeceklerin
yetistirilmesi, sulandirilmasi, ilaglanmasi, islenmesi ve denetimi dikkatle yapilmalidir.
Pestisitler topraktan havaya karisabilir, yer alt1 sularma sizabilir ve toprak kirliligine

bagli olarak canlilar dolayl olarak etkilenebilir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

13



» Besinler

Ylizeye >
uygulama
Pestisit Piiskitirtme Havada kalma
Diger
teknikler Yagigly ‘=P
yikanma
Y
Topraktaki - Toprakta pestisit
pargaciklara konsantrasyonu
bajiama antimi
Yagmur sulan ile
striklenme
Yiizeysel sular <€ Sizinti

Yeralli sular

Sucul
canhlarca arilma

l ,

Biyomagnifikasyon leme suyu
Yiyecek =€ J
zineirl -

Insan

Sekil 1.10. Pestisitlerin dogadaki hareketleri (Giiler ve Cobanoglu 1997)
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1.4.5. Pestisitlerin insan ve ¢evreye etkileri

Pestisit ve diger kimyasallar insan viicuduna agiz, solunum ve deri yoluyla girip
akut ve kronik zehirlenmelere neden olabilir. Pestisitler viicuda genellikle deri yoluyla
girerler. On kolda bilek ve dirseklerde derinin emme orani diger bdlgelere gore daha
yiiksektir. Kimyasallar viicutta toksik etki olusturabilir. Toksisiteyi doz, kimyasalin
ozelligi, bireyin duyarlilig1 etkiler. Pestisitler yaglarda depolanabilme ve kanser yapici

etkiye sahiptirler (Meb 2012).

< —
ag1z yoluyla ' '
ANI ZEHIRLENME LD 5o (Letal Doz
deri yoluyla < 58
solunum yoluyla YAVAS ZEHIRLENME

i 63

v
f {NI

—

Sekil 1.11. Pestisitlerin insanlara olumsuz etkileri (Meb 2012)

Pestisitler irritasyon, dermatid, solunum ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklari
gibi bir ¢cok akut etkilere neden olabildigi gibi kanser, dogum defektleri, nérotoksisite,
norodavranigsal bozukluk, norofizyolojik degisiklik, tireme ve fertilite gibi kronik
etkilere de neden olabilir (Meb 2012).

Evcil hayvanlar, biiyiik bas, kiiclik bas ve kiimes hayvanlari, kuslar, balik ve suda
yasayan diger canlilar, arilar, toprak mikroorganizmalar1 direkt ve dolayli yollardan
pestisitlerden etkilenerek akut ve kronik zehirlenmeler gerceklesebilir. Pestisitler
biiyiimeyi yavaslatarak iiremeyi engelleyebilir, yasam alanlarinin degismesine neden

olabilir (Onciier 2000).

15



1.4.6. Pestisit zehirlenme belirtileri ve ilk yardim

Pestisit zehirlenmelerinde bas agrisi, yorgunluk, solunum gii¢liigii, ates, terleme,
morarma, konugma ve refleks bozuklugu, ishal, bayilma gibi belirtiler gergeklesebilir

(Onciier 2000).
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Sekil 1.12. Pestisit zehirlenme belirtileri (Meb 2012)
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Pestisit zehirlenmelerinde ilk yardim amagly;

- Kisinin diizenli soluk alip-vermesi saglanmalidir.

- Zehirlendigi ortamdan uzaklastirilmalidir.

- Tiim viicut bol su ile yikanmalidir.

- Bag geride ¢ene ileri ¢ekilmis olarak yan yatirilip kusmasi saglanabilir.

- Titreme kasilma var ise hareketler engellenmemeli ve disler arasna mendil
konulmalidir.

- En yakin saglik kurulusuna gétiiriilmelidir (Onciier 2000).

1.5. Lambda cyhalothrin

S
e C=0-CH
o

HC  CH

Sekil 1.13. Lambda cyhalothrin yapisi (Fetoui ve ark. 2008)

Kimyasal formiil: [a-cyano-3-phenoxybenzyl 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate] (Who 1990).

Lambda cyhalothrin sentetik piretroit insektisittir. Beyaz ve kat1 fiziksel 6zellik
gosterir (Onciier 2000). Buhar basmci diisiiktiir. Is1 ve 1s18a karsi stabildir. Alkali
ortamda hidroliz olurken asidik ve ndtr ortamlarda hidroliz olmaz. Lipofilik bir bilegik
olup organizmada membranlari gegerek dokuda emilebilir ve birikme egilimi

gosterebilir (Piner 2009). Lambda Cyhalothrin; eklembacaklilarm, insanlara, hayvanlara
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ve bitkisel triinlere zararlarina karst ani ve kalici etki gosterir (World Health
Organization 1990).

Tip II ester grubundadir. Tip II ester, tip | ester grubuna oranla daha toksik
etkiye sahiptir (Mazmanci 2003). Tip Il piretroitler sinir sistemi i¢in 6nemli olan
sodyum, klor ve kalsiyum kanallarinin isleyisini bozarak sinir iletimini olumsuz etkiler
(He ve ark. 2008).

Piretroitler organofosforlu insektisitlerden sonra en ¢ok kullanilan pestisitlerdir.
Sentetik piretroitler tarim, hayvancilik ve evlerde akarlara karsi yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Soderlund ve ark. 2002). Canli viicudunda hipereksitasyon, titreme,
konviilsiyon, paralizi ve 6liime sebep olabilir. Organizmada asetilkolinesteraz, ATPaz
aktivitesi, hormonlarin salimimi, kadinlarda Gstrojen, erkeklerde antiandrojen etki gibi
islevde bozucu etki gosterir. Hiicre dongiisii ve immiin sistemi yavaslatir. Solunum
organlarinin yiizeyinde bozulmalara yol agabilir (Oros ve Werner. 2005). Piretroitler

omurgasiz ve baliklara kars1 fazla miktarda norotoksiktirler (Moore ve Waring, 2001).

1.6. Fenthion
5
CHL,0O— II?—{] S5CH-
CH;O

CH-

Sekil 1.14. Fenthion yapis1 (Cmkiloglu 2007)

Kimyasal formiil: ( CjoHi503PS, ) (0,0-dimetil-0-(4 metilmerkapto-3- metilfenil)-
fosforotioat)

Fenthion organik fosforlu bir insektisittir. Suda ¢oziintirligic 20 °C’de 50 mg/L
dir. Renksiz ve sivi Ozelliktedir. Bal arilar1 ve baliklara karsi zehirli etkiye sahiptir.
LDso: agizdan 255-290 mg/kg , deriden 1680-2830 mg/kg’dir. Tolerans meyve ve
sebzelerde 0,2 ppm’dir. Giinliik alinabilecek zararsiz diizeyi 0,001 mg/kg’dir. Bekleme
stiresi 15-20 giin kadardir. Fransa’da zararli etki gostermesi nedeni ile bitkilerin

ciceklenme doneminde kullanimi engellenmistir (Onciier 2000).
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Fenthion diinyanin her tarafinda, tarimsal ve sehirsel alanda kullanilan
organofosfat bir insektisittir (Sefi vd. 2011). Fenthion ve bazi kimyasallar endokrin
sisteminin ¢aligmasini bozar. Hormonlarin salinim, sentez, tasinma, atilma gibi
durumlarina etki ederek iireme, gelisme ve davraniglarda olumsuz degisikliklere neden

olur (Cinkiloglu 2007).

Fenthion antiandrojenik etkili endokrin disrupter bir maddedir. Endokrin
disrupter maddeler baliklarda biiyiime, gelisme ve {iremede bozukluklara neden olur.
Fenthionun bitki ve hayvanlarda biyotransformasyonu sonucu fenthion siilfoksit,
fenthion siilfon, fenthion okson, fenthion okson siilfoksit, fenthion okson siilfon

meydana gelir. Fenthion okson kuvvetli asetilkolinesteraz inhibitoriidiir (Piner 2005).

19



1.7. Cahsmanin Amaci

Bu c¢alismada Lambda Cyhalothrin ve Fenthion pestisitlerin katalaz enzim
aktivitesi iizerine olan etkisi incelenmistir. Calisilan pestisitler tarafindan katalaz
aktivitesi inhibisyona ugramis ve ne tiir bir inhibisyona yol a¢tig1 belirlenmistir.

Katalaz, antioksidan 6zellik gosteren bir enzimdir. Katalaz, organizmada hidrojen
peroksidin su ve oksijene pargalanmasini katalizler. Pestisitler ise enzimi bloke ederek
faaliyetlerini engeller. Lambda-Cyhalothrin ve Fenthion pestisitleri katalaz aktivitesini

bozmus ve hidrojen peroksidin su ve oksijene par¢alanmasini engellemistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

Fenthion (36552), Lambda cyhalothrin (31058), Sigir Karaciger Katalazi (CAT)
(C-1345, 2000-5000 U/mg, EC:1.11.1.6), Etil alkol, Sigir serum albumin, NaOH
(Sodyum Hidroksit), HCI1 (hidroklorik Asit), NaCl (Sodyum Kloriir), CuSO4.5H,0
(Bakir iki siilfat pentahidrat), Folin-Ciocalteu, K;HPO, (Potasyum hidrojen fosfat),
KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat), H,O, (Hidrojen peroksit) ve NazCgHsO7
(Trisodyum Sitrat), Sigma-Aldrich’den alinmustir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

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

2.2. Yontem

2.2.1. Stok ¢ozeltiler ve tamponlar

1M HCI Cozeltisi: Az miktarda saf su tizerine 8,3 ml HCI (stok, derisik) ilave edilerek
saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanmustir.

1M NaOH Cozeltisi: 4 g NaOH 100 ml saf su icerisinde ¢oziinmiistiir.

CAT Cozeltisi (0,5mg/ml): 0,025 g CAT iizerine daha 6nce hazirlamis oldugumuz
fosfat tamponu dan 50 ml ilave edilmistir.

Serum Fizyolojik (%0,9 NaCl): 0,9 g NaCl {izerine saf su ilave edilerek hacmi 100
ml’ye tamamlanmigtir.

Fosfat Tamponu: 5,8 g K;HPO4 ve 2,273 g KH2PO4 bir balon joje igerisine alinip
tizerine 1L'den az olacak sekilde saf su eklenerek bir beher i¢ine alinmistir. Magnetik

karistirict tizerinde daha once hazirlamis oldugumuz 1M HCI ve 1M NaOH ¢ozeltileri
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ile ¢ozeltinin pH degerinin 7,5 olmasi saglanmistir. Daha sonra iizeri saf su ile 1L'ye
tamamlanmustir.

Standart Protein Cozeltisi: 0,025 g sigir albiiminin iizerine koplrmeyi Onlemek
amaciyla yavasca serum fizyolojik ilave edilerek hacmi 50 ml’ye tamamlanmustir.
Lambda cyhalothrin ve Fenthion Pestisit Cozeltileri: 0,0100 g lambda cyhalothrin
tizerine 2 mL etil alkol eklenerek 5000 ppm (mg/L) lambda cyhalothrin pestisit ¢ozeltisi
hazirlanmustir. Yogunlugu 1,250 g/cm® olan 8 pL fenthion iizerine 2 mL etil alkol
eklenerek 5000 ppm (mg/L) fenthion pestisit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 0, 25,
50, 100, 250 ve 500 ppm pestisit ve 700 uL CAT c¢ozeltisi ilave edilerek son hacim
1000 pL’ye tamamlanmistir. O ppm pestisit derisiminde yani kontrolde 300 uL % 100
etil alkol ve 700 uL CAT ¢ozeltisi ilave edilerek galisilmistir.

2.2.2. CAT aktivitesinin ol¢iilmesi

CAT aktivitesinin Olglilmesi, Aebi, H. (1974) tarafindan 6nerilen Lartillot, S. ve

vd. (1988) tarafindan gelistirilen yonteme gore yapilmistir. Enzimatik aktivite tayini,
hidrojen peroksidin (H,O;) 240 nm'deki absorbans degerinin enzim ile etkilesmesi
sonucu zamanla azalmasina bagli olarak gergeklestirilmistir. Hidrojen peroksit (H,O5)
molar ekstinksiyon katsayist 0,0396 cm’/umol’diir. CAT aktivitesinin Sl¢iilmesi
isleminde substrat olarak 50 mmol/L fosfat tamponu (pH:7,5) igerisinde 10 mmol/L
hidrojen peroksit (H,O;) olacak sekilde hazirlanmustir. 2,5 mL substrat iizerine 20 uL
test edilecek olan enzim ¢ozeltisi ekleyip 37 °C ‘de iki dakika bekletilmistir. Enzimatik
reaksiyonunun durmasini saglanmak amaci ile 0,5 ml 1M HCI ¢ozeltisi eklenmistir. 240
nm'de absorbans degeri 6l¢lilmiistiir (Ar).

Kor olarak 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=7,5) ve 0,5 ml 1M HCl i¢eren
¢ozelti kullanilmustir (Lartillot ve vd. 1988).

H,0,’in baglangigtaki absorbansini (As) belirlemek i¢in 2,5 ml substrat ve 0,5
ml 1M HCI igeren ¢6zeltinin absorbansi olglilmiistiir.

Proteinin neden olacag1 absorbansi (At) belirlemek i¢in 20 pL enzim ¢ozeltisi,

2,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml IM HCl i¢eren ¢ozeltinin absorbansi 6l¢iilmiistiir.
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Enzimatik aktiviteden dolay1 absorbans (A) degisimi,

A = (As + At)- Ar

Enzim aktivitesinin IU/mL cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil
kullanilir (Lartillot ve vd. 1988).

AVt
ctVe

Akt =

Vt= Toplam reaksiyon hacmi (mL)
Ve= Kullanilan enzim ¢6zeltisinin hacmi (mL)
¢= H,0,’nin molar ekstinksiyon katsayisi (0,0396 cm?/pmol)
t= Reaksiyon zamani (dakika)
Her ornekteki protein miktar: belirlenerek aktivite umol H,O, mg prot™.dak™

(U/mg) olarak hesaplanmustir (Lartillot ve vd. 1988).

2.2.3. Protein tayini

Protein tayini metodu Lowry ve vd. (1951) tarafindan gelistirilen metoda gore
yapilmistir. Protein tayinini yapmak amaciyla asagida ifade edilen I, II ve III ¢ozeltileri
hazirlanmstir.

Cozelti | : 2 g Na,COg3, 0,1 M NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilerek ve ayni ¢ozelti ile son
hacim 100 ml’ye seyreltilerek hazirlanmistir

Cozelti II : 0,5 g CuS0O4.5H,0, %1°lik NazCeHs07 2 H,0 ¢ozeltisinde c¢oziilerek
son hacim ayni1 ¢ozelti ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Cozelti ITI : 50 ml 1. ¢ozeltiden ve 1 mlII. ¢ozeltiden karistirilarak hazirlanmustir.

Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanmustir.

Standart Protein Cozeltisi: 1 ml’sinde 0,5 mg. sigir albiimini olacak sekilde %
0,9’lukNacCl (serum fizyolojik) ¢ozeltisiyle hazirlanmistr.

Standart Protein Egrisinin Cizimi: 6 adet deney tiipii hazirlanir ve bu tiiplere
sirastyla standart protein ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml) 0; 50; 100; 250; 500; 1000 pl
eklenip serum fizyolojik ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerin protein derigimleri
sirasiyla 0; 0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml dir. Her bir tiipe 5 ml ¢6zelti III eklenip,
10 dakika oda sicakliginda bekletilerek her tiipe 1:1 oraninda seyreltilmis Folin-
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Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek tiip
iceriklerinin absorbanslar1 kore karsi 750 nm’de okunmustur. Okunan absorbans

degerleri standart protein derisimlerine kars1 grafige gecirilmistir (Lowry ve vd. 1951).

1,2

0,8 -
y =2,2819x

R*=0,9883
0,6 -

0,4 -

w 3 O T = 0 w T >

0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derisim (mg/ml)

Sekil 2.1. Standart protein grafigi

2.2.4. Pestisit etkisi

Etil alkol igerisinde ¢6ziilmiis lambda cyhalothrin ve fenthion pestisitleri ile saf

CAT enzimi oda sicakliginda 1 saat etkilestirilerek aktivitedeki degisim incelenmistir.

2.2.5. Optimum pH

50 mM pH=7,5 fosfat tamponu kullanilmistir (Tiikel ve Alptekin 2004).
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2.2.6. istatistik

Yapilan deneyler sonucu elde edilen bulgularin istatistik analizi igin SPSS 21
bilgisayar paket programi kullanilmistir. Her bir pestisit etkisinde derisimler arasindaki
aktivite diizeylerini karsilagtrmak i¢in SNK (Student Newman Keul’s) testi

uygulanmigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Bulgular
3.1.1. Lambda Cyhalothrin ve CAT’1n Etkilestirilmesi
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan lambda cyhalothrin ve CAT etkilestirilerek

CAT enzimi aktivite, standart hata degerleri 6l¢lilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge
3.1.” de verilmistir. Aktivite-konsantrasyon grafigi ise Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli lambda cyhalothrin derisimlerinin CAT aktivitesi {izerine etkisi

Derisim (ppm) AktivitetStandart Hata (U/mg)
0 1539+14a

25 1486+3b

50 1359+15c¢

100 1343+7c¢

250 1213+18d

500 1193+10d

Veriler Aritmetik ortalama = Standart hata seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢, d” harfleri derigimler
arasindaki aktivite diizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen
veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P<0.05, n=3).

1600
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1000 -
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400 -

200 -
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Sekil 3.1. Lambda cyhalothrinin CAT aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1. incelendiginde lambda cyhalothrin konsantrasyonu
artarken CAT enzim aktivitesinin azaldigi goézlenmistir. Kontrol grubuyla
kargilastirildiginda tiim test edilen etkilesim konsantrasyonlarda CAT enzim
aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu gézlenmistir. (P<0.05,
n=3). Lambda cyhalothrin'in 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde katalaz enzim
aktivitesindeki ylizde azaliglarin swrasiyla 3,4; 11,7; 12,7; 21,2 ve 22,5 oldugu

hesaplanmistir.

3.1.2. Lambda cyhalothrinin inhibisyon tiirii

Farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H20,: 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20
mM, 25 mM ve 30 mM) ve lambda cyhalothrin (0 ppm, 25 ppm ve 50 ppm)
derisimlerinde CAT aktivitesi incelenmistir. Lineweaver-Burk grafiginden Lambda
cyhalothrin’in, CAT enzimini yarismasiz (nonkompetitif) olarak inhibe ettigi

anlasilmistir. Aktivite degerleri Cizelge 3.2°de grafigi ise Sekil 3.2°te gosterilmistir.

Cizelge 3.2. CAT ig¢in farkli lambda cyhalothrin ve substrat derisimlerinde Olgiilen
aktivite degerleri

H,0, 0 ppm 25 ppm 50 ppm
v v v
1[S] (1/M) (U/mg prot)™ | (U/mg prot)* | (U/mg prot)*
x10° x10° x10°
1000,0 6,0 7,1 7,9
200,0 15 1,6 1,7
100,0 0,8 1,0 1,1
66,7 0,5 0,7 0,7
50,0 0,4 0,5 0,5
40,0 0,3 0,4 0,4
33,3 0,2 0,3 0,3
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9,0 -
8,0 —o—0 ppm
7,0 - y =0,0059x + 0,1319
2 _
6,0 - R*=0,9973
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y =0,0077x + 0,1601
00"
0,0 T T T f ‘ R? = 0,9993
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Sekil 3.2. Lambda cyhalothrin ve CAT ’1n etkilesimi Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk grafiginden lambda cyhalothrinin, CAT enzimini yarigsmasiz

(nonkompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmustir.

Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon igin Lineweaver-Burk esitligi:

K, . 1 1 [1]
B Vmak (1+ E E " Vmak

<l r

Egim = VK—“‘(l + m)’den Ki bulunabilir.

mak Kj

0 ppm lambda cyhalothrin igin Vnax ve Ky, degerleri;
Vmax= 7581 U/mg,

Km= 4,47x107 M,

Ki=0,00 M

25 ppm lambda cyhalothrin i¢in Vmax ve Ky degerleri;
Vmax= 5612 U/mg,

Km=3,93x107 M,

Ki=4,68x10° M
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50 ppm lambda cyhalothrin i¢in Vmax Ve Ky, degerleri;
Vmax= 6246 U/mg,

Km=4,81x107 M,

Ki= 8,50x10° M

Lambda cyhalothrinin etkisiyle Km degerlerinin birbirine yakin, Vmax

degerlerinin kontrole gore azaldig1 belirlenmistir.
3.1.3. Fenthion ve CAT’1n etkilestirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fenthion ve CAT etkilestirilerek CAT
enzimi aktivite, standart hata degerleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 3.3.”

de verilmistir. Aktivite-konsantrasyon grafigi ise Sekil 3.3.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Farkli fenthion derisimlerinin CAT aktivitesi tizerine etkisi

Derisim (ppm) AktivitetStandart Hata (U/mg)
0 1364+12a

25 1301+12b

50 1280+3b

100 1272+7b

250 1131+15¢c

500 1092+9d

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢, d” 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. Fenthionun CAT aktivitesi {izerine etkisi

Cizelge 3.3. ve Sekil 3.3. incelendiginde fenthion konsantrasyonu artarken CAT
enzim aktivitesinin azaldig1 gézlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim test
edilen etkilesim konsantrasyonlarda CAT enzim aktivitesindeki inhibisyonlarin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu gézlenmistir. (P<0.05, n=3). Fenthionun 25, 50, 100,
250 ve 500 ppm etkisinde katalaz enzim aktivitesindeki ylizde azaliglarin sirasiyla 4,6;

6,2;6,7; 17,1 ve 19,9 oldugu hesaplanmustir.

3.1.4. Fenthionun inhibisyon Tiirii

Farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H,O2: 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20
mM, 25 mM ve 30 mM) ve fenthion (0 ppm, 25 ppm ve 50 ppm) derisimlerinde CAT
aktivitesi incelenmistir. Lineweaver-Burk grafiginden fenthionun, CAT enzimini
yarigmalt (kompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir. Aktivite degerleri Cizelge
3.4°de grafigi ise Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. CAT

aktivite degerleri

icin  farklh

fenthion ve substrat

derisimlerinde dlgiilen

H,0; Oppm 25 ppm 50 ppm
/v /v v
1[S] (M) (U/mg prot)™* [ (U/mg prot)* | (U/mg  prot)®
x107 x107 x107°
1000,0 6,3 8,8 10,2
200,0 1,2 2,1 2,6
100,0 0,9 0,9 1,0
66,7 0,6 0,6 0,7
50,0 0,5 0,5 0,5
40,0 0,3 04 04
33,3 0,3 0,4 0,4
12,0 -
—o—0 ppm
10,0 - y = 0,0062x + 0,1094
R?=0,9977
8,0 -
(1/V)*E-3 6,0 25 ppm
y = 0,0087x +0,0971
4,0 - R?=0,9986
2,0 - 50 ppm
y = 0,0102x + 0,0905
0,0 - T T T T T R2= 0,9966
-100,0 100,0 300,0 500,0 700,0 900,0
1/[S(M)]
Sekil 3.4. Fenthion ve CAT i etkilesimi Lineweaver-Burk grafigi
Lineweaver-Burk grafiginden fenthionun, CAT enzimini yarigmali

(kompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir.

Yarigmali (kompetitif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk esitligi:

(14

31

K,

1

—+
[S] Vmak



Egim = = (1+ %)’den K; bulunabilir,

mak

0 ppm fenthion i¢in Vyax Ve K, degerleri;
Vmax= 9141 U/mg,

Km= 5,67x107 M,

Ki=0,00 M

25 ppm fenthion icin Vna Ve Ky, degerleri;
Vmax=10299 U/mg,

K= 8,96x107 M,

Ki= 6,41x10% M

50 ppm fenthion i¢cin Vya Ve Ky, degerleri;
Vmax= 11050 U/mg,

K= 11,27x107 M,

Ki=10,92x10° M

Fenthionun etKisiyle, Vmax’larda birbirine yakin degerler elde edilmis, Kp’lerde

ise artiglar gézlenmistir.

3.1.5. Lambda Cyhalothrin ve Fenthionun CAT Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Karsilastirilmasi

Cizelge 3.5 ve Sekil 3.5 incelendiginde lambda cyhalothrin ile etkilestirilen
katalaz enziminin aktivitesindeki % azalisin, fenthion ile etkilestirilen katalaz enziminin
aktivitesindeki % azaligtan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yani ayni oranda artan
pestisit derisimlerinde lambda cyhalothrin, fenthiona gore katalaz aktivitesini daha fazla
diigirmiistiir. 500 ppm'deki derisimler incelendiginde katalaz aktivitesini, lambda
cyhalothrine maruz birakilan 6lgiimde % 22,5 oraninda kaybederken, fenthiona maruz

birakilan &lgiimde % 19,9 oraminda kaybetmistir. Iki pestisitte % azalislar birbirine
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paralellik gostermistir. 500 ppm de lambda cyhalothrin aktiviteyi fenthiona gore sadece

% 2,6 oraninda daha fazla diisiirmiistiir.

Cizelge 3.5. Lambda cyhalothrin ve fenthion ile etkilestirilen katalaz enzim aktivitesinin

% azalislar1

Pestisit Derigimi (ppm) Lambda cyhalothrin ile | Fenthion ile etkilestirilen
etkilestirilen CAT enzim | CAT enzim aktivitesinde
aktivitesinde % Azalislar % Azalislar

0 0 0

25 3,4 4,6

50 11,7 6,2

100 12,7 6,7

250 21,7 17,1

500 22,5 19,9

25 +
20
15
% CAT
azalisi 10 —4&—Lambda cyhalothrin
== Fenthion
5
0 T T T T 1

0 100 200 300 400 500
Derisim (ppm)

Sekil 3.5. Lambda cyhalothrin ve fenthion ile etkilestirilen katalaz enzim aktivitesinin

% azalislar grafigi
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3.2. Tarisma

Bu caligmada sentetik piretroit insektisit olan lambda cyhalothrin ve organik
fosforlu insektisit olan fenthionun CAT enzimi ile etkilesmesi sonucu enzim aktivite
degisimi belirlenmistir.

Lambda cyhalothrin'in 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde katalaz enzim
aktivitesindeki yiizde azaliglarin swrasiyla 3,4; 11,7; 12,7, 21,2 ve 22,5 oldugu
hesaplanmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim
konsantrasyonlarda CAT enzim aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel agidan
onemli oldugu gozlemlenmistir (P<0.05, n=3). Bu verilerden anlasildig: iizere lambda
cyhalothrin konsantrasyonu artarken CAT enzim aktivitesinin azaldig1 gézlemlenmistir.

El-demerdash (2007), eritrositler {izerine, lambda cyhalothrinin etkisini
incelemistir. Lambda cyhalothrinin, ¢esitli konsantrasyonlarda ( 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0
mM), eritrositlerde, tiyobarbiitirik asitin konsantrasyonunun artmasinin sonucu olarak
oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Lambda cyhalothrin, siilfidril grup (-SH)
iceriginde ve asetilkolin esteraz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferaz
aktivitelerinde hafif diizeyde azalmaya yol agmistir. C Vitamini (20 mM) ve E vitamini
(2 mM) ile eritrositlerin dninkiibasyonu ile lambda cyhalothrinin olusturdugu sitotoksik
etkiler, hafifge bertaraf edilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da lambda cyhalothrinin
konsantrasyonunun arttirilmasiyla, katalaz aktivitesinde azalmalar goriilmiistiir.

El-demerdash (2011), organofosfat ve piretroit karigimi insektisitlerin (% 25
fenitrothion, % 2,5 lambda cyhalothrin ve % 6 piperonil butoksit) farkli
konsantrasyonlarda (0; 0,1; 1; 10; 100 ve 1000 mM) sigan beyininde antioksidan ve
oksidatif stres biyobelirtecleri iizerine etkilerini incelemistir. Beyin homojenatin1 37 °
C'de, 0, 30, 60, 120, 180 ve 240 dk zaman araliklar1 ile insektisit karisimina maruz
birakmustir. Islem sonrasi sican beyininde, indirgenmis glutatyon diizeylerinde (GSH),
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation S-transferaz (GST) ve asetil
kolinesteraz aktivitelerinde ve protein igeriginde azalma oldugunu goézlemlemistir.
Sonug olarak kullanilan insektisitlerin, sican beyninde 6nemli oksidatif hasara neden
oldugunu belirtmistir. El-demerdash’in 2011°de organofosfat ve piretroit karisimi

insektisitleri ile yapmis oldugu bu c¢aligma, El-demerdash’in 2007°de lambda
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cyhalothrin ile yaptigi ve bizim lambda cyhalothrin ile yaptigimiz ¢alisma ile katalaz
aktivitesi lizerine benzer etkiler olusturmustur.

Fetoui ve vd. (2010), lambda cyhalothrinin erkek sicanlarin bobreklerindeki
biyokimyasal degisiklikler, oksidatif strese neden olan parametreler, enzim aktiviteleri
tizerine olan etkisini ve C vitaminin bu etkiyi azatip azaltmadigmi arastwrmislardir.
Erkek siganlarin bobreklerindeki, bobrek fonksiyonu, histopatoloji, doku malondialdehit
(MDA), protein karbonil (PCO) diizeyleri, antioksidan enzim aktiviteleri ve indirgenmis
glutatyon (GSH) diizeylerini degerlendirmislerdir. Siganlar1 3 hafta lambda cyhalothrine
maruz biraktiklarindan dolayi, bobrek MDA ve protein karbonil diizeyinde dnemli bir
artiy gozlemlemis, C vitamini ile birlikte uygulamada MDA diizeyinde azalma
belirtmis, bobrekte ciddi vakuollesme, hiicrelerde siiziilme sergilemis ve genisletilmis
tibliler limen go6zlemlemislerdir.  Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutation-S-transferaz (GST)
aktivitelerinde lambda cyhalothrine maruz kalma nedeniyle hafif diizeyde azalma
gozlemlemislerdir. Lambda cyhalothrinin, C vitamini ile birlikte uygulanmasi ile
birlikte, amino transferazlarm (AST ve ALT) aktivitelerininde, laktat dehidrogenaz
(LDH), kreatinin, iire diizeyi ve antioksidan durumlarinda gelisme oldugunu tespit
etmislerdir. Lambda cyhalothrin erkek si¢anlarin bobreklerinde enzim aktivitelerini
azalttig1 gibi yaptigimiz ¢alismada sigir karaciger katalazinin aktivitesini de azaltmustir.

Lambda cyhalothrin igin 0 ppm, 25 ppm, ve 50 ppm derisimlerde Vmax (7581
U/mg, 5612 U/mg, ve 6246 U/mg) ve Km (4,47x10% M, 3,93x10?% M, ve 4,81x10 M)
degerleri hesaplanmistir. Farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H2,O2: 1 mM, 5 mM,
10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM) ve lambda cyhalothrin (0 ppm, 25 ppm ve
50 ppm) derigimlerinde CAT aktivitesi incelenmis ve Lineweaver-Burk grafiginden
Lambda cyhalothrin’in, CAT enzimini yarigmasiz (nonkompetitif) olarak inhibe ettigi
anlasilmigtir. Lambda cyhalothrinin etkisiyle Km degerlerinin birbirine yakm, Vmax
degerlerinin kontrole gdre azaldig1 belirlenmistir. Yarigmasiz (nonkompetitif)
inhibisyonun belirgin 6zelligi, inhibitér varliginda, Michaelis sabitinin (Km)
degismemesi ve maksimum hizin (Vmax) diismesidir (Fersht, 1985). Bu nedenle,
lambda cyhalothrinin, CAT enziminine yarismasiz (nonkompetitif) olarak baglandigini

onermekteyiz.
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Bouyahia ve vd. (2011) siyaniiriin, sigir karaciger katalazina baglanmasi igin
yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonu Onermislerdir. Buna benzer bir sekilde,
calistigimiz pestisit olan lambda cyhalothrinde de siyano grubu bulunmaktadir.

Bagka bir ¢aligmada Karadag ve Bilgin (2010) fludioxonilin, siiperoksit
dismutaz’1t (SOD) yarigmasiz (nonkompetitif) olarak inhibe ettigini belirlemiglerdir.
Fludioxonilin yapisina bakildiginda, fludioxonilinin yapisinda da siyano grubunun
bulundugu belirlenmistir.

Fenthionun 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde katalaz enzim aktivitesindeki
yiizde azaliglarin sirasiyla 4,6; 6,2; 6,7; 17,1 ve 19,9 oldugu hesaplanmistir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim konsantrasyonlarda CAT enzim
aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel agidan Onemli oldugu goézlemlenmistir
(P<0.05, n=3). Bu verilerden anlasildig1 tizere fenthion konsantrasyonu artarken CAT
enzim aktivitesinin azaldig1 gozlemlenmistir.

Altuntag ve Delibas, (2002), fenthionun serum kolinesteraz (ChE), karaciger
hasarini ilgilendiren enzimler, lipid peroksidasyonu (LPO) {izerine etkilerini, E vitamini
ve C vitaminin kombinasyonun koruyucu etkisini incelemislerdir. Sonuglar, in vivo
olarak, fenthionun LPO’yu, aspartat aminotransferazi (AST), alkali fosfatazi (ALP),
gama-glutamiltransferazi (GGT) ve laktat dehidrojenazi (LDH) hafif arttirdigimi, ChE
ve alanin aminotransferaz (ALT) aktivitelerini hafif arttirdigini géstermistir. Ayrica, E
vitamini ve C vitaminin kombinasyonun muamalesi ile LPO’da ve AST aktivitesinde
hafif azalma gozlemlemislerdir. In vitro deneyde, ChE ve ALT aktiviteleri fenthion
tarafindan inhibe edilmistir. Bu sonuglardan, fenthionun, karaciger hasarma yol agtigini
¢cikarmislardir. Altuntas ve Delibas (2002) yaptiklar: bu ¢alismada, fenthionun in vitro
olarak ChE ve ALT aktivitelerini inhibe ettigini bulmuslardir. Benzer bir sekilde
yaptigimiz ¢alismada, katalaz enzimide fenthion tarafindan inhibe edilmistir.

Cemek ve vd. (2010), yaptiklar1 bir calismada sigcanlarin organofosfat
zehirlenmesine karsi E vitamini, Selenyum ve E vitamini + Se etkisini ve bunun
dokulardaki eser ve ana elementler ve antioksidan enzim aktiviteleri {izerine etkisini
incelemislerdir. Fenthion ile etkilestirilen grupta (kontrol grup),  antioksidan
enzimlerden siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitelerinin
arttigin1 belirlemislerdir. E vitamini, Selenyum ve E vitamini + Se ile etkilesim ile

bircok dokuda biyo-element seviyelerinin arttigimi belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alisma,
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yaptigimiz ¢alisma ile tezat olusturmaktadir. Cemek ve vd. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada
katalaz aktivitesi fenthion ile etkilesim sonucu artarken, yaptigimiz ¢aligmada katalaz
aktivitesi fenthion ile etkilesim sonucu azalmaktadir.

Sefi ve vd. (2011), fenthion gibi toksik bilesiklerin neden oldugu oksidatif hasar1
ve karaciger hasarini onlemek i¢in yavsan otu (Artemisia campestris) (Ac) yaprak
tozunun roliinii disi sican ve yavrularinin lizerine aragtirmiglardir. Calismada disi Wistar
sicanlar dort gruba ayrilip: Grup I’e, kontrol grubu olarak standart diyet verilip, grup
II’ye, agizdan, 551 ppm fenthion verilip, grup 111 hem 551 ppm fenthion ve deneysel
diyet ( % 5 yavsan otu) ve grup IV’e deneysel diyet ( % 5 yavsan otu) verilmistir.
Yetiskin sigcanlara su igerek agizdan 551 ppm fenthion verilmesiyle, karaciger
hasarminin belirteclerin diizeylerinde, transaminaz ve laktat dehidrojenaz enzimlerinde,
total kolesterol ve trigliseritlerde, hem de karacigersel malondialdehit diizeylerinde,
artis gdzlemlemislerdir. Ozellikle, fenthion muamelesi ile, katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutation peroksidaz (GPx) aktivitelerinde ve glutatyon (GSH)
diizeylerinde artis gézlemlemislerdir. Yavsan otunun muamelesi ile fenthion tarafindan
baslatilan karaciger hasarmin onlendigini belirtmislerdir. Sefi ve vd. (2011) yaptiklar1
calisma, yaptigimiz ¢alisma ile zitlik teskil etmektedir.

Fenthion i¢in 0 ppm, 25 ppm, ve 50 ppm derisimlerde Vmax (9141 U/mg, 10299
U/mg, ve 11050 U/mg) ve Km (5,67x107% M, 8,96x10% M, ve 11,27x10 M) degerleri
hesaplanmistir. Farkli derisimlerde hazirlanan substrat (H202: 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15
mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM) ve fenthion (0 ppm, 25 ppm ve 50 ppm)
derisimlerinde CAT aktivitesi incelenmis ve Lineweaver-Burk grafiginden fenthionun,
CAT enzimini yarigmali (kompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir. Fenthionun
etkisiyle, Vmax’larda birbirine yakin degerler elde edilmis, Kp’lerde ise artislar
gbézlemlenmistir. Yarismali (kompetitif) inhibisyonun belirgin 6zelligi, inhibitor
varliginda, Michaelis sabitinin (Km) artmast ve maksimum hizn (Vmax)
degismemesidir (Keha ve Kiifrevioglu 2011). Bu nedenle, fenthionun, CAT enzimini
yarigsmali (kompetitif) olarak inhibe ettigini Onermekteyiz. Fenthion molekiiliiniin,
hidrojen perokside benzememesine ragmen radikal olusturdugu ve bu radikalerin
enzimin hem grubuna baglanmak i¢in yaristigini1 diigiinmekteyiz.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar incelendiginde pestisitlerin toksik etki gdstermesi,

oksidatif stresi artirmasi, Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
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rediiktaz ve glutation-S-transferaz, asetil kolinesteraz aktivitelerinde inhibisyona neden
olmasi gibi durumlar géz Oniinde bulundurularak elde edilen bulgular genellikle

calismamizi 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 lambda cyhalothrin derisimleri ile etkilestirilen
katalaz (CAT) enziminin aktivitesinde azalma gozlenmistir.

2) Lambda cyhalothrin’in katalazi (CAT) yarismasiz (nonkompetitif) olarak inhibe
ettigi tespit edilmistir.

3) 0’dan 500 ppm’e kadar artan fenthion derigimleri ile etkilestirilen CAT enziminin
aktivitesinde azalma gozlenmistir.

4) Fenthion’un katalazi (CAT) yarigmali (kompetitif) olarak inhibe ettigi tespit
edilmistir.

5) Lambda cyhalothrin’in fenthion’a oranla katalaz enzim aktivitesini daha fazla

azalttig1 belirlenmistir.

4.2. Oneriler

1) CAT enzimi ile farkli pestisitler etkilestirilebilir.

2) Lambda cyhalothrin ve fenthion ile farkli enzimler etkilestirilebilir.

3) Sigir karacigerinden elde edilen CAT enzimi yerine baska kaynaklardan elde edilen
CAT enzimi kullanilabilir.

4) CAT enzimini bagka hangi inhibitorlerin inhibe ettigi arastirilabilir.
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