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Bu c¢alismada organik fosforlu pestisitler olan azinphos-methyl

dimethoate’n sigir karaciger katalaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi incelenmistir.
Katalaz enzimi azinphos-methyl ve dimethoate’in 0’dan 500 ppm’e degisen
derisimlerine maruz birakilmistir. Azinphos-methyl ile etkilesen katalaz aktivitesinde
geri doniisiimsiiz inhibisyon gézlemlenmistir. Dimethoate’mn 25, 50 ve 100 ppm
derisimlerinde Katalaz enzim aktivitesinde diisiis gézlemlenirken, 250 ve 500 ppm

derisimlerinde katalaz enzim aktivitesinde artis gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Azinphos-methyl; Dimethoate; Katalaz; Pestisit
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EFFECT OF AZINPHOS-METHYL AND DIMETHOATE PESTICIDES
ON CATALASE ACTIVITY
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In this study, the effect of organic phosphorus pesticides azinphos-methyl and
dimethoate on bovine liver catalase enzyme activity were investigated. The catalase
enzyme was exposed to concentrations ranging from 0 to 500 ppm of azinphos-methyl
and dimethoate. Irreversible inhibition was observed in catalase activity interacting
with azinphos-methyl. Decrease in catalase enzyme activity was observed at the
concentrations of 25, 50 and 100 ppm dimethoate while an increase in catalase enzyme
activity was observed at the concentrations of 250 and 500 ppm dimethoate.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

E : Enzim

ES : Enzim Substrat Kompleksi

I : Inhibitor

Km : Michaelis sabiti =(kitk2)/k: (hiz sabiti)

pH : "Power of Hydrogen" (Hidrojenin Giicii): Hidrojen derisiminin
eksi logaritmasi

S : Substrat

[S] : Substrat konsantrasyonu

U : Unite

U/mg : Spesifik aktivite

Vo : Baslangi¢ tepkime hiz1

Vmax : Maksimum hiz

Kisaltmalar

AZM : Azinphos-methyl

CAT : Katalaz

DM  : Dimethoate

ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri
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1.GIRIS

Katalaz (EC 1.11.1.6.) (CAT), antioksidan bir enzimdir. Katalaz, hidrojen
peroksidin su ve oksijene parcalanmasini katalizler. Pestisitler ise enzimi bloke ederek
faaliyetlerini engeller [1].

Azinphos-methyl ~ (O,0-dimethyl  S-[4-0x0-1,2,3-benzotriazin-3(4H)-yl)
methyl]triazin-3-ylmethyl]dithiophosphate (AZM), diinyanin degisik bdlgelerinde,
gida lirlinlerinin zararlhlardan korunmasinda kullanilan genis spektrumlu organofosfat
insektisittir [2-4]. Azinphos-methyl, asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek
toksitesini gosterir. Asetilkolinesteraz, sinir ve kaslarin birlesme yerinde asetilkolinin,
asetat ve koline hidrolizini saglar. Bu enzimin inhibisyonu ile asetilkolin
hidrolizlenemeyip, kaslarin kasilip felce yol agmasina neden olur.

Dimethoate [O,0-dimethyl-S(N-methyl-carbomethyl)phosphorodithioate]
(DM), yaygm olarak kullanilan organofosfat insektisit ve akarasittir. Diger
organofosfatlar gibi dimethoate da asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Temas ve yutma
ile etkisini gosterir [5]. Dimethoate, tarimda, elma, armut gibi aga¢ meyvelerini ve
titlinii, yaprak bitleri ve yaprak kemirgenlerinden korumak i¢in kullanilir [6].
Dimethoate’n yaygimn kullanimi, toprakta, {iriinde ve suda kaliciligindan dolay1, saglik
tizerine yan etkiler ortaya ¢ikarabilir [7]. Dimethoate zehirlenmesi hiicresel hasara ve
oksidatif strese neden olur. Bu ise lipid peroksidasyonuna ve serbest radikal
olusumuna yol agar [8].

Bu tez calismasinda, azinphos-methyl ve dimethoate pestisitlerin sigir

karaciger katalaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi incelenmistir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Pestisitler

Pestisit kelime kokeni olarak pestten gelir ki hasere demektir. Uzun bir zaman
pestisit kelimesi haserekiran anlaminda kullanilmistir. Zararhilari yoketmek icin
uretilmiglerdir. Fakat pestisitler sadece zararli canlilar1 yoketmeyip zararsiz canlilari
da ortadan kaldirmaktadir [9].

Besin maddelerinin iiretilmesi, tiiketilmesi ya da depolanmas1 gibi asamalarda

kullanilan kimyasal maddelere pestisit ad1 verilmektedir [10].

2.1.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler kullanildiklar1 zararli grubuna, bilesimindeki etken maddeye, etki

sekillerine ve formulasyonlarina gore smiflandirilabilirler [11].

A. Kullanildiklar1 Zararhh Grubuna Gore Siniflandirma

1.Bécekkiranlar (insektisitler)

Boceklere karsi kullanilirlar. Bunlar boceklerin  yumurta ve larvalarina
uygulanabilmektedirler. Bocekkiranlar zirai, tibbi, endiistriyel ve ev i¢inde de
kullanilmaktadirlar.

2. Mantarkiranlar (Fungusitler)

Mantar ve mantar sporlarinin yok edilmesi amactyla kullanilan pestisitlerdir.

Fungusitler tarimsal verimi artirmak amaciyla kullanilirlar.
3. Yabanci Otlara Kars1 Olanlar (Herbisitler)
Cali, yabanci ot, rakip bitki ve istenmeyen aga¢ gibi canllarin yok

edilmesinde veya gelisimlerinin durdurulmasinda kullanilan pestisitlerdir.
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4. Akarlara Kars1 (Akarasitler)

Sistematikte araknitler sinifinin akarina alt sinifinda yer alan akarlar; evlerin
hali, perde gibi tozlu kisimlarinda yasarlar. Canli kalintilariyla beslenirler. Ciplak
gozle pek goriilmezler. Kanatsizlar ve antensiz eklem bacaklilardir.

Akarlara kars1 kullanilan kimyasallara ise akarasit adi verilmektedir. Zaman
zaman akarasitler insektisitler ile birlikte de kullanilabilmektedir.

5. Bakterikiranlar (Bakterisitler)

Bakteriler gozle goriilemeyen tek hiicreli bir mikroorganizma ¢esididir.
Sekillerine, beslenme sekillerine, boyanma sekillerine ve solunumlarina gore
adlandirilmaktadirlar. Bunlar dezenfektan, temizleyici, antiseptik (enfeksiyon
Onleyici) ve antibiyotik (mikroorganizma 6ldiiriicli) olarak kullanilabilmektedir.

6. Yaprak Bitikiranlar (Afisitler)

Bir bitkinin 6zsuyunu emerek, bitkinin kurumasina sebep olan canlilara
yaprak biti ad1 verilmektedir [12].

Yaprak bitlerini yok etmek i¢in kullanilan kimyasallara ise afisit adi
verilmektedir.

7. Kemirgenkiranlar (Rodentisitler)

Fare, sincap, tavsan gibi hayvanlar kemirgen olarak adlandirilmaktadir. Bu
kemirgenlere karsi kullanilan pestisitlere rodentisit adi1 verilmektedir. Kemirgenler
hem evlerde hemde tarim arazilerinde ¢esitli zararlar vermektedir. Rodentisitler bu
zararlarm Onlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.

8. Nematodkiranlar (Nematositler)

Nematodlar toprakta, suda yada bitkilerde yasayan bir ¢esit yuvarlak solucan
olup parazit olarak beslenmektedir. Renksiz olup viicutlarina aldiklar1 besine gore
farkli renklerde goriilmektedirler.

Nematodlara kars1 kullanilan kimyasallara nematosit ad1 verilmektedir.

9. Yumusakcakiranlar (Mollusitler)

Midye, siimiiklii bocek, salyangoz gibi canlilar yumusakcalar olarak

adlandirilmaktadirlar. Bu canlilarla miicadelede mollusit adi verilen pestisitler

kullanilmaktadir.



2.ONCEKIi CALISMALAR Fatma TEMIiZ UZUN

B. Kullanim Alanlarina Gore Siniflandirma

¢ Tarimsal tiretimde

¢ Balik yetistiriciliginde
% Ormancilikta

% Bahgecilikte

¢ Gida saklamada

¢ Begseri ilaglarda da pestisit kullanimi gergeklestirilmektedir.

C. Bilesimdeki Etken Maddeye Gore Simiflandirma

1. Organik Klorlu (Klorlanmis Hidrokarbonlar) Pestisitler

Karbon, hidrojen ve klordan olusan basit yapili kimyasal grubudur [11].
1940’larda  bdcek Oldiiriicii  olarak  kullanimi  yaygndir. Ozellikle DDT
(diklorodifeniltrikloroetan) bu yillarda kullanilan ve en bilinen pestisittir.

2. Karbamat Pestisitler

Calabar fasulyesinden elde edilir ve N,N-dimethyl carbamate olarak
adlandirilir [11]. Karbamatl pestisitler temas yoluyla etkili olabilmektedir [11].

3. Organik Fosforlu Pestisitler

Ucuza maledilen bu pestisit ¢esidi 6zellikle 1940’11 yillarda yaygin olarak
kullanilmustir [12]. Bu pestisitlerin kaliciligi, fosfor atomu tizerine baglanan kimyasal
yapinin 6zelligine baghdir [11].

Sentezlenmesinin kolay olusu diinya {izerinde kullanimini yayginlagtirmakla
birlikte hemen hemen her zararliya uygun pestisit elde edilmesini saglamistir [11].
3.a. Azinphos-methyl (C10H1203N3PS>)

Etki alan1 genis bocek dldiiriicii bir pestisit olup, renksiz ve kristal yapidadir
[13]. Katarakt ve sindirim sisteminde etkili olan bu pestisit, yararli bocekler i¢in ¢ok
zehirlidir [13].
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Sekil 2.2 Azinphos-methyl’in molekiil yapisi [15]

3.b. Dimethoate (CsH12NO3PS>)
2. dereceden zehirlilige sahip olan bu pestisit renksiz ve kristal yapilidir.
Kontakt ve sistemik mide zehiri etkisine sahip olan bu pestisit; balarilari, baliklar, av

hayvanlari, kuslar, parazitoit ve predatorler igin ¢ok zehirlidir [13].

Sekil 2.3 Dimethoate’in molekiil modeli [16]
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Sekil 2.4 Dimethoate’n molekiil yapisi [17]

Organik fosforlu pestisit zehirlenmelerinin etkileri sinir gazi zehirlenmelerine
benzemekte olup mesleki zehirlenmelerin genelinde bu pestisitlerin sebep oldugu
goriilmektedir [9].

Orta derecedeki zehirlenmelerde ise bitkinlik, tiikiiriik salgisinda artig, kas
titremeleri; merkezi sinir sisteminde ise biling kaybi gibi durumlara sebebiyet

vermektedirler.
D. Formulasyonlarina Gore Pestisitlerin Siniflandirilmasi

s Tozilaglarda

¢ Emiilsiyon konsantre ilaglar
¢ Soliisyon konsantre ilaglar
¢ Suda ¢6ziinebilen toz ilaglar
+¢ Islanabilir toz ilaglar

¢ Graniiller

+ Toz tohum ilaglar1
E. Etki Sekillerine Gore Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Bitkide; sistemikler, yar1 sistemikler ve sistemik olmayanlar. Zararlida; mide

zehiri, temas zehiri ve solunum zehiri olarak siniflandirilabilirler.
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2.1.2. Pestisitlerin Kullanim Alanlari

Pestisitler;

Tarimda

Bahgecilikte

Balik yetistirmede ve balik iiretiminde
Endiistriyel bocek kontroliinde
Ormancilikta ve kerestecilikte

Insaat malzemelerini koruma ve dmriinii uzatmada
Ev ve bahgelerde

Denizcil ve sucul bocek korumada
Gida saklamada

Hayvancilikta

Beseri ilaglarda kullanilmaktadirlar.

2.1.3. Pestisit Kullannminin Avantaj ve Dezavantajlan

1. Avantajlan

kontrollii kullanim imkanlarinin olmasi1 sebepleriyle pestisit kullanimi diger

Kimyasal miicadele etkinliginin fazla olmasi, hizli sonu¢ vermesi, bilingli ve

miicadele yontemlerine gére daha ¢ok tercih edilmektedir [18].

Tarimsal {iretimi artirmak icin pestisit kullanimi1 gerekmektedir. Pestisit

kullanilmadiginda tarmmsal verim %60 ile %100 arasinda diismektedir [19].

Diinya niifusu hizla artmakta olup gida teminini kolaylastirmasi, kullanilan

pestisitlerin gida teminininde avantaj saglamaktadir [20].

korunmast ayni zamanda insan sagligint da bu canllarin zararli etkilerinden

Tarim irilinlerinin (6zellikle taze sebze ve meyvelerin) zararli canlilardan

korumaktadir [21].
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2. Dezavantajlar

Bilingsiz pestisit kullaniminin sebep oldugu bazi dezavantajlar1 sunlardir
[22]:

Kanser, dogum anomalileri, sinir sistemi gibi hastaliklarin artigina sebep
olmaktadirlar.

Pestisitlerin parcalanmasiyla zehirli madde olusabilmektedir.

Pestisitlerin par¢alanmasi sonucu olusan yeni madde pestisitlerin kendisinden
daha zehirli olabilmektedir.

Pestisit kullanim1 arttik¢a g¢evre kirliliginde artis goriilebilmektedir. Fazla

pestisit kullanimi baz1 organizmalarda pestisit direnci olusturmaktadir.

2.1.4. Giivenli Pestisit Kullanim i¢in Dikkat Edilmesi Gerekenler

Bilingli bir sekilde pestisit kullanimi1 yapilmalidir [20].

Diisiik maliyetli, kaliteli, yeterli ve arazi yapisina uygun siirdiiriilebilir tarim
uygulamalarma agirlik verilmelidir [23].

Canlinin yapisma gore en etkin ilaglama zamani segilmelidir [20].

En iyi koruma 6nlemleri alinarak ilaglama yapilmalidir.

[1k etkisi en fazla, kalicilig1 en az olan pestisit kullaniimalidir [20].

Uygulamay1 yapacak aletin bakim ve ayarlamasi1 6nceden yapilmalidir [20].

Karisim halinde pestisit kullanilacaksa uygulama yerinde karistirilmalidir.

Uygulamacilara gereken egitimler verilmeli, uygulama alaninda besin
maddesi tiiketilmemelidir [20].

Saglam ambalajli iriinler alinmali ve ¢ocuklarn ulasamayacagi yerlerde

saklanmalidir [20].

2.1.5. Pestisit Uygulama Ekipmanlan

% Elle ¢alisan pulverizatorler

% ULV(ultra low volume) cihazlar



2.ONCEKIi CALISMALAR Fatma TEMIiZ UZUN

«* Termal sisleme cihazlari

2.1.6. Pestisitlerin Hayvansal Organizmaya Girisi

% Agiz yoluyla

¢ Deri yoluyla

% Solunum yoluyla

2.1.7. Pestisit Zehirlenmeleri

Pestisit zehirlenmelerinin belirtileri:

Topikal (lokal) Belirtileri: cilt yanmasi, tahris olma, iltihaplanma gibi
dermatolojik belirtilerdir [11].Solunum yoluyla olusan etkileri ise hirilti, hapsirma,
oOksiirme; bogazin tahris olmasidir [11].

Sistemik Belirtileri: Bulanti, kusma halsizlik baglica belirtilerdir [11].
Pestisitlerin bu hizli zehirlenme belirtilerinin yani sira kanser yapici etkisi de

mevcuttur [13].

2.1.8. Pestisitlerin Olumsuz Ekolojik Etkileri

Pestisitlerin olumlu ydnlerinin yaninda ekolojik acidan olumsuz etkileri de
mevcuttur. Bunlar1 su sekilde siralayabiliriz:
1.Evcil Hayvanlara Olumsuz Etkileri: biiyiikbas, kiiclikbas ve kiimes hayvanlarmin
kullanilan pestisitlerin viicutlarinda birikmesi sonucunda et, siit, yumurta gibi besin
maddeleriyle insan viicuduna geger [13].
2.Kuslara Etkileri: Kuglarin pestisit kullanimmdan iki sekilde etkilendigi
goriilmektedir; ya direkt uygulamaya maruz kalarak ya da pestisit uygulanan canlilari

tiikketerek olumsuz olarak etkilenirler [13].
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3.Baliklara ve Suda Yasayan Canlilara Etkileri: Pestisit kalintilarmin yagmur, kar
gibi doga olaylariyla yer alt1 sularma karisarak baliklara ve suda yasayan canlilara
zarar verdigi goriilmektedir.

4.Diger Hayvanlara Etkileri: Pestisitler sadece evcil ve uygulanan canlilar1 degil
dogadaki yabani hayvanlar1 da olumsuz etkilemektedir.

5.Balarilar1 ve Polinatéor Boceklere FEtkileri: Uygulama yapilan sahalardaki
balarilarini ve tozlasma saglayan bocekleri de etkiler.

6.Toprak Mikroorganizmalarina Etkileri: Pestisit kullanimi toprakta kalinti
olusturdugu icin toprak mikroorganizmalarinin da dengesinin bozulmasma neden

olur.

2.1.9. Pestisit Zehirlenmelerinde Alinacak ilk Yardim Onlemleri

1.1lk olarak zehirlenmenin nedeni ve c¢esidi dgrenilmelidir.

2.Zehire maruz kalan kisi zehirlenmenin oldugu ortamdan uzaklastirilmalidir.
3.Uzerinde pestisit kalintis1 olan kiyafet ¢ikarilmali ve zehirlenen kisinin viicudu bol
miktardaki temiz su ile yikanmalidir. Su yoksa viicut silinmelidir.

4.Zehirlenen kisinin durumu agwrsa kisi yere yatirilip; basit geri alinip ¢ene One
¢ikarilip yan olarak yatirilmaldir.

5.Viicutta titreme ve kasilma varsa hareketi engellenmemeli; disleri arasina bez
konularak agizdaki kasilmalar 6nlenmelidir.

6.Zehirlenen dik konumdayken bogazina parmak bastirilarak kusturulmalidir.
7.Zehirlenenin atesi ylikselmis ise 1lik su ile atesi diisiiriilmelidir.

8.Kisi en kisa siirede en yakindaki saglik kurulusuna gotiiriilmelidir [13].

10
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2.2. Enzimler

2.2.1. Enzimlerin Tarihgesi

1800l yillara kadar eksime, fermantasyon gibi olaylarin sadece canlilar
tarafindan gercgeklestirilebilecegine yonelik bir diisiince hakimdi; 1833 yilinda
amilazi sentezi yapildi. Bir siire sonra mideden pepsinin eldesi ger¢eklestirildi. Bu
tip maddelere fermet ismi verildi. Liebig bu maddeleri canli varliklardan elde
edilebilen cansiz maddeler olarak goriirken; Pastdr ve arkadaglari canli maddeler
olmalar1 gerekliligini savunuyorlardi. 1878 yilinda Kiihne tarafindan “enzim®
kelimesi tercih edilmeye baslandi ki Yunanca “maya iginde* anlamima gelmektedir.
Sumner uzun bir ¢alisma sonucu lireazi elde etmistir. Sumner, J.Northrop ve W.M
Stanley birbirinden bagimsiz olarak yaptiklar1 caligmalarla pek c¢ok enzimi elde

ederek 1946’da Nobel 6diiliinii almislardir [24].

2.2.2. Enzimler

Enzimler protein yapisindaki, kimyasal tepkimeleri hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir. Kendileri protein yapisinda olmasina ragmen yan grup olarak metal
iyonlar1 da barmdirabilirler ki bunlara ko-faktor denir [25]. Baz1 metalik ko-faktorler
Fe*3, Ni*2, Zn*?, K*, Mg*? 6rnek verilebilir. Enzimin etki ettigi maddeye substrat

denir.
2.2.3. Enzimlerin Yapisi
Enzimler basit yapil1 ve bilesik yapili olmak iizere iki ¢esittir.
Basit yapili enzimler sadece protein kisimdan olusur. Bunlara apoenzim de

denilmektedir. Ureyi pargalayan iireaz ve midedeki pepsin basit yapili enzime

Ornektir

11
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Bilesik yapili enzimler ise protein kisma baglanan vitamin ya da minerale

gore isimlendirilirler. Bilesik yapili enzimlere holoenzim de denir

Kofaktor Aktif Bolige Koenzim

Apoenzim

~ -

Holoenzim

Sekil 2.5 Bir enzimin yapisi [26]
Baz1 holoenzimler ise sunlardir; karbonik anhidraz (¢inko-protein) trozinaz,

sitokromlar, katalaz ve nikotinamidler verilebilirler.

2.2.4. Enzimlerin Adlandirilmasi

Enzimlerin Onerilen ve sistematik olmak tizere iki ¢esit isimlendirilmesi
mevcuttur [25].

Onerilen isimlerde genellikle “az* eki ve “in*“ eki kullamilmustir. Glikosidaz,
iireaz, siikraz ya da tripsin, pepsin gibi. Bu isimlendirme yetersiz kalinca Uluslararas1
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Dernegi (IUBMB) 1964 yilinda sistematik bir
adlandirma yaparak enzimleri gruplandirmig, 1972 ve 1978’de diizenlemelerle
gelistirmistir. Boylece enzimler 6 gruba ayrilmistir. Bunlar;
1.Oksidorediiktazlar: oksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir. Substratlar1 hidrojen ve elektron tastyiciligi yapar [25].
2.Transferazlar: iki molekiil arasinda atom ya da grup tasiyan enzimlere denir.
Genellikle tasidiklar1 gruplar C, N ve P igerir [25].
3.Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarinda gorev alirlar. Hidroliz gergeklesirken

baglara su eklenir [25].

12
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4.Liyazlar: Substrattan hidroliz disinda bir grubun ayrilmasiyla meydana gelirler
[24]. Sistematik adlandirmalar1 substrattan sonra “liyaz* eki gelmesiyle olur.
5.izomerazlar: Izomerizasyon reaksiyonlarmda yapisal ve geometrik degisiklik
olusturan enzimlere denir. Rasemizasyon veya epimerizasyon, cis-trans izomeri,
intramolekiiler oksidorediiksiyon 6rnek verilebilir.

6.Ligazlar (Sentetazlar): ATP ve diger trifosfatlardaki, profosfat grubunu hidroliz

ederek; bu molekiilleri birbirine baglar.

2.2.5. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler substrata gore spesifiktir [24]. Enzimler reaksiyon hizmi 10% ile 107

kat arasinda artirabilirler [24].

1. Aktif Bolge: Enzim {izerinde substratin baglandigi kisimdir. Enzim+substrat
bilesigini enzim+iirlin bilesigine doniistiiriir. Daha sonra enzim ve {iriin
birbirlerinden ayrilirlar. Enzim-substrat iliskisini ifade eden iki model kullanilir.
Bunlar anahtar-kilit modeli ve indiiklenmis uyma modelleridir [25].

2. Katalitik Etki: enzimler genellikle reaksiyonlarmn hizlarmi artirirlar.

3. Spesifik Etki: Enzimler substrata 6zgii olup etki ettigi bir ya da birkag substrat
mevcuttur.

4. Diizenleyici Etkisi: Enzimler tepkimelerdeki inhibisyon ve aktivasyonlari
diizenlerler.

5. Hiicredeki Yerleri: Enzimler hiicrelerde islevlerine gore organellerde yer alirlar.

2.2.6. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimatik reaksiyonlarin nasil meydana geldigini ve hizmni
inceler [27].
Enzimatik reaksiyonlar i¢in 1903’te Henri ve 1913’te Michaelis ve Menten

tarafindan iki model gelistirilmistir [27].
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Michaelis-Menten Esitligi

Michaelis Menten esitligi substrat konsantrasyonuyla tepkime hizi arasindaki

iliskiyi gosterir.

Michaelis-Menten esitligi;
_ Vmax [S] K — (kz + k3)
® K+ [S] " k,

Vo: Baslangi¢ tepkime hizi
Vmax:Maximal hiz
Km:Michaelis sabiti =(ki+k2)/k1 (hiz sabiti)

S:Substrat konsantrasyonu

\Y%

K Substrat
Sekil 2.6 Reaksiyon hizina substrat etkisi [27]

Bu esitlik tersi alinirsa Lineweaver-Burk denklemi elde edilir:

1 K., 1

s + —
v’D vﬂ]ﬂ_}i[s] Vrnax
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K]Tl < Vmax

7/[5]

Sekil 2.7 Lineweaver-Burk grafigi [27]
2.2.7. Tepkime Hizim1 Etkileyen Faktorler

Substrat konsantrasyonu, 1s1 etkisi(sicaklik), pH diizeyi, ko-faktor

konsantrasyonu, inhibitor ve aktivatér konsantrasyonu enzim aktivitesini etkiler.
2.2.7.1. Sicakhk Etkisi

Sicaklik artis1 enzim aktivitesini artirir. Buna bagl olarak tepkime hizi da
artar. Fakat belli bir sicakliktan sonra (60°C civar1) enzim yapismimn denatiire
olmasina bagli olarak aktivite diiser [25].

2.2.7.2. Substrat Etkisi

Substrat artig1 enzim aktivasyon hizini artirir. Tlim enzimlerin aktif bolgeleri

substrata doydugunda ise hiz sabit kalir.
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2.2.7.3. pH Diizeyi

Enzimler pH degisiminden hizli bir sekilde etkilenirler. Bir enzimin en ¢ok

aktivite gosterdigi pH’a optimal pH denir.

2.2.7.4. inhibitor

Enzimlerin aktifligini azaltan maddelere inhibitér ad1 verilmektedir. Siyanid,

hidrojen siilfiir ve karbonmonoksit inhibitorlere 6rnek olarak verilebilir [24].

2.2.8. Enzimlerin Inhibisyonu

Geri doniisimlii  (tersinir-reversibl) ve geri doniisiimsiiz  (tersinmez-

irreversibl) olmak tizere ikiye ayrilir.

2.2.8.1. Geri Déniisiimlii inhibisyon

Substrat konsantrasyonunun veya inhibitore kiyasla enzim miktarinin
artirilmasiyla enzim-inhibitor iliskisi tersine donebilmektedir.
Yarigmali (kompetitif) inhibisyon
Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Yar1 Yarismali (unkompetitif) inhibisyon olmak tizere ii¢ gruba ayrilir.
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Kompetetif | O \ d Unkompetetif
Substrat 8
Y I] «’
inhibitor Akt;,fabr?gifalfm Farkli bajlanma bélgesi i
E+S>ESE+P| E+SESE+P | E+S, JE+P
+ + + +
I 7 1 I
) I i1 i
Er E1+S—EIS | EIS
(1] sadece serbest [E]e (1 serbest [E] ya da [ES] [N sadece [ES] kompleksine

baglanir ve [S] ile yanisr,
[S]'1 arttirmak [#] etkisini
engeller.

Kompleksine baglanabilir; Baglanir, [S]1 arttirmak
[ST'1 arttirmak etkiyi kaldirmaz| [1] etkisini arttirir.

Juang Rl (2004) DCbasics

Sekil 2.8 Geri doniisiimlii inhibisyon gesitleri [28]

2.2.8.1.1. Yanismah (Kompetitif) inhibisyon

Kompetitif inhibitérler (1) enzimin (E) aktif bolgesine baglanan
inhibitorlerdir. Boylece substrat degil de inhibitdr baglanmis olur. Bundan dolay1
iiriin olusmaz.

Substrat artistyla maksimal hiza kompetitif inhibitor etkisiyle doniistimlii
olur. Yani substrat konsantrasyonunun yiiksek olusu ve miktarin yeterli olmasi
durumunda, inhibitoér yoklugundaki miktarin yeterli olmasi durumunda, inhibitor

yoklugundaki gibi maksimal hiza ulasir [25].

2.2.8.1.2. Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon

Inhibitér enzime aktif bdlge disinda bir noktadan baglaniyorsa bu tip

inhibisyonlara yarigmasiz-nonkompetitif inhibisyon denir.
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2.2.8.1.3. Yan1 Yarismah (Unkompetitif) Inhibisyon

Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime degil, sadece enzim-substrat

kompleksine (ES) baglanabilir [27].

2.2.8.2. Geri Doniisiimsiiz inhibisyon

Geri doniigiimsiiz inhibisyonda, inhibitor enzimin aktif bolgesine kuvvetli
baglar ile baglanir. Bu bag genellikle kovalent bag olmaktadir. Enzimlerin aktif
bolge tayininde kullanilan geri doniisiimsiiz inhibitorler, enzime aktif bolgeden ya da
bagska bir kistmdan baglanabilirler [24]. Inhibitér enzimden ayrilmadigi icin
enzimatik aktivasyon diiser. Geri doniisiimlii inhibisyonda, inhibitér ortamdan
cikarildiginda enzim aktivitesi normale doner. Geri doniisiimsliz inhibisyonda,
enzim-inhibitér  bilesigi enzim bozunmustur. Agir metallerle gerceklesen
zehirlenmeler geri doniisiimsiiz inhibisyondur. Bazi1 geri doniistimsiiz inhibisyon

cesitleri sunlardir [24]:

Inhibitor Inhibitorle Baglanan Enzim Grubu
lodoasetat Siilfidril, karboksil, tioeter, imidazol
Diizopropiflorofosfat Serin hidroksil

p-merkiiribenzoat Siilfidril

2.3. Katalaz Enzimi

Canlilarda sik rastlanan, kolay elde edilebilen CAT (EC 1.11.1.6.); hidrojen
peroksiti suya ve oksijene doniistiiren bir enzimdir [29]. Katalaz enzimi cesitli
bitkilerden (patates, salatalik [30]) ve bazi hayvanlardan (sigir karacigeri, palamut
karacigeri gibi) saflastirilarak elde edilebilmektedir. Katalaz antioksidan bir enzim

olup, hiicre yapisinin korunmasinda ve zehirli madde yikiminda gorevlidir.
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CAT, dort alt iinite veya tetramer igerir, her alt {inite 1 Fe-protohem IX
boliimii (tetramer basmma 4 hem grubu) igerir [31-32]. CAT canli organizmalarda
bulunur. Hidrojen peroksit oksidan ajandir. CAT, hidrojen peroksitin su ve oksijene

doniigiimiinii katalize eder [33].

2.4. Azinphos-methyl le Tigili Daha Once Yapilan Cahsmalar

AZM ile simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, AZM’nin katalaz aktivitesini
etkiledigi belirlenmistir. Bu konu ile yapilan ¢aligmalardan bazilar1 asagidaki gibidir:

Ferrari ve ark. (2007), gokkusagi alabaliklarini, 6ldiiriicii dozun altinda, 2,5
ve 5 ug/L AZM ile 24, 48 ve 96 saat siiresince etkilestirmiglerdir. Pestisitin etkisine
karaciger ve bobrekte bakmiglardir. AZM’nin siirekli bir sekilde, CAT aktivitesini
diistirdiigiinii belirlemislerdir [34].

Cacciatore ve ark. (2015), tath su salyangozunu, AZM ve chlorpyrifos’un
yalniz basma (2,5 mg/L AZM ve 7,5 ng/L chlorpyrifos) ve ikili karisimini (1,25
mg/L AZM art1 3,75 ug/L chlorpyrifos) akut olarak uygulamiglardir. 48 saat maruz
birakma ile chlorpyrifos ve chlorpyrifos arti AZM grubunda katalaz aktivitesinde
onemli bir artma gézlemlemislerdir [35].

Bianco ve ark. (2013), tath su salyangozunu, 0,02 ug/L AZM ile
etkilestirdiklerinde, CAT aktivitesinin % 85 arttirdigin1 bulmuslardir [36].

Ferrari ve ark. (2011), karakurbaga larvalarina carbaryl 10 ve 20 mg/L’sini
veya AZM’nin 3 ve 6 mg/L’sini 48 saat etkilestirmislerdir. CAT 1n 6nemli bir
sekilde iki pestisit tarafindan inhibe edildigini belirtmislerdir [37].

Kristoff ve ark. (2008), tatli su solucan (0,006 mg/L AZM) ve salyangoz (5
mg/L AZM) omurgasizlarinin yumusak dokularini, AZM’nin kolinesterazi % 50
inhibe eden dozu ile 48 ve 96 saat etkilestirmislerdir. Her iki omurgasizin
dokularinda CAT aktivitesinin azaldigin1 bulmuslardir [38].

Ozcan Oruc ve ark. (2004), 96 saat Nil tilapyasini (O. niloticus) ve sazani (C.
carpio) 87 ppm 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) ve 0,23 ppm AZM, sublethal

konsantrasyonlar1 ve bunlarin kombinasyonuna maruz birakilmislardir. Onlarin tek
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ve kombine uygulamalar1 C. Carpio nun bobreginde CAT aktivitesinde artmaya
neden olmustur. O. niloticus'un beyinde CAT aktivitesi degismemistir. Bu sonuglar,
AZM ve 2,4-D toksitesinin oksidatif stresle iligkili olabilecegini gostermistir [39].
Cossi ve ark. (2018), tath su salyangozu Biomphalaria straminea tizerine
calismislardir. Yetiskin organizmalar1 14 giin boyunca AZM’ye (20 ve 200 ug L™ 1)
maruz birakmiglardir. Kontrol grubuna gore CAT aktivitesinde artis oldugunu

bulmuslardir [40].

2.5. Dimethoate ile ilgili Daha Once Yapilan Calismalar

DM ile simdiye kadar yapilan c¢alismalarda, DM’nin CAT aktivitesini
etkiledigi belirlenmistir. Bu konu ile yapilan ¢alismalardan bazilar1 sunlardir:

Sharma ve ark. (2005), DM’yi akut (kisa siireli) olarak, 45, 75 ve 90 mg/kg
viicut agirligi oraninda erkek Wistar sicanlarina 24 saatligine uygulamiglardir. 75 ve
90 mg/kg dozunda uyguladiklarinda, siganlarin karaciger ve beyninde, CAT
aktivitesinin arttigin1 bulmuslardir [41].

Saafi ve ark. (2011), siganlara DM’yi 20 mg/kg/giin oraninda
uygulamislardir. CAT’1in onemli oranda azaldigmi bulmuslardir. Hurma meyve
ekstaktmi onceden sicanlara verdiklerinde, karaciger hasarinin onarildigmi, CAT
aktivitesinde diizelme oldugunu bildirmislerdir [42].

John ve ark. (2001), siganlar1 0.03 mg/kg viicut agirligi oraninda (% 0,01
LDs)) DM ile etkilestirmislerdir. Sicanlarin eritrositlerinde CAT aktivitesinin
arttigin1 bulmuslardir. DM’ nin tek doz uygulamasindan 6nce, si¢anlar1 6 ay boyunca
haftada iki kez 250 mg/kg viicut agirligi oraninda E vitaminiyle muamele ettiklerinde
oksidatif stresin azaldigin1 bulmuslardir [43].

Amara ve ark. (2011), Wistar siganlarma, DM (0,2 g/L igme sularinda), DM
+ selenyum (0,5 mg/kg diyetlerinde), DM + E vitamini (100 mg/kg diyetlerinde)
veya DM + selenyum + E vitaminini 30 giin boyunca uygulamiglardir. DM ile

muamele edilen sicanlarda CAT aktivitesinin arttigin1 belirlemiglerdir. Sigcanlarin
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DM diyetlerine selenyum ve/veya E vitaminini koyduklarinda, biyokimyasal
parametrelerin diizeldigini bulmuslardir [44].

Al-Awthan ve ark. (2012), oral yoldan vit C (200 mg kg™ viicut agirligr) ve
vit E (200 mg kg? viicut agirlig), 1/50 LDso dimethoate (DM) (7 mg kg™ viicut
agirhigr) ve 1/50 LDsp DM + vit C ve vit E’yi giinlik olarak 28 giin Gine
domuzlarina uygulamislardir. DM'm uygulanmasi ¢esitli serum markir enzimlerinin
(AST ALT ve ALP) seviyelerinde ve Lipid Peroksidasyon (LPO) seviyesinde onemli
bir artisa, buna karsin karaciger Katalaz (CAT) ve Glutatyon-S-Transferaz (GST)
aktivitelerinde azalmaya neden olmustur [45].

Ansari ve Ansari (2014), yetiskin eriskin zebrabaliklarmi 96 saat LCso
dimethoate degerinin % 20 (12,00 ug L), % 40 (24,00 ug L™?), % 60 (36,00 ug L™?)
ve % 80 (48,00 pg L) konsantrasyonlarina maruz birakmislardir. Dimethoate, zebra
baliklarmin solungaglarinda ve karacigerlerinde katalaz aktivitesinde ve indirgenmis
glutatyon seviyelerinde azalmaya ve lipid peroksidasyonunda artmaya neden
olmustur [46].

Barski ve ark. (2007), siganlara dimethoate’1 ardisik 5 giin 38,7 mg/kg viicut
agirhigr dozunda uygulamiglardir. 12 saat insektisit uygulamasindan sonra siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesinde artis, katalaz (CAT) aktivtesinde azalis ve
malondialdehit konsantrasyonunda artis gozlemlemislerdir [47].

Abu El-Saad ve Elgerbed (2010), Dawley siganlarina agizdan 7 hafta boyunca
dimethoate (21 mg/kg viicut agirligl); E vitamini (200 mg/kg viicut agirhigi); N-
asetilsistein (NAC) (100 mg/kg viicut agrhigl) ve E + NAC uygulamislardir.
Dimethoate’in agizdan uygulanmasi, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon-S-
transferaz antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin azalmasina neden olmustur. Vit.E
ve NAC'm kombinasyonu dimethoate’in neden oldugu oksidatif hasar1 tamamen
iyilestirmistir [48].

Ajitha ve Jayaprakas (2017), tath su baligi Nile Tilapia'ya (Oreochromis
niloticus) dimethoate’in 96 saatlik LC50 degerinin 1/5 ini (0,047ppm)
uygulamiglardir. Nil Tilapyasinin solungag, karaciger ve bobreginde katalaz

aktivitesinde azalma oldugunu bulmuslardir [49].
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Eken ve ark. (2017), siganlara dimethoate (7 mg/kg/giin), C vitamini (100
mg/kg/giin) ve L. officinalis meyve 6zii (4 mg/kg/giin) uygulamiglardir. Dimethoate
uygulamasindan sonra, katalaz aktivitesi onemli 6l¢lide azalmistir. Bununla birlikte,
L. officinalis veya C vitamini, dimethoate’a maruz birakilan siganlara tatbik edilmesi
biyokimyasal ve oksidatif stres parametrelerini neredeyse normal seviyelere

getirmistir [50].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar

Azinphos-methyl (C10H12N303PS,) (45333), dimethoate (CsH12NO3PS,)
(45449), sigir karaciger katalazi (C40, >10 000 U/mg, Enzim Komisyon (EC)
Numarasi: 1.11.1.6) sigir serum albumin, NaOH (sodyum hidroksit), HCI (aq)
(hidroklorik asit), Na>CO3z (sodyum karbonat), NaCl (sodyum kloriir), CuSO4.5H,0
(bakir iki siilfat pentahidrat), Folin-Ciocalteu, K;.HPO4 (potasyum hidrojen fosfat),
KH2PO, (potasyum dihidrojen fosfat), H20. (hidrojen peroksit) ve NazCeHs07.2H20
(trisodyum sitrat dihidrat), etil alkol, Sigma-Aldrich’ten alinmistir. Kullanilan

kimyasallar analitik safliktadir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Analitik terazi, otomatik pipet, pH metre, etiiv, girdap karistirici, manyetik
karistirici, UV-Vis Spektrofotomete (Perkin Elmer Lambda 25) kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7,5) : 2,273g KH2POsve 5,89 KoHPO, saf suda
¢oziinilip saf su ile 1L’ ye yakin tamamlanir. 1M HCI ve 1M NaOH ile ¢6zeltinin pH’
sinin 7,5 olmasi saglanir ve daha sonra iizeri saf su ile 1L’ ye tamamlanir [51].

10 mM, 50 mL H20:2: Yogunlugu 1,13 g/mL olan % 35 lik H202 den 43 pL alinip 50
mL fosfat tamponuna eklenir.

1M HCI ¢ozeltisi: % 37°lik stok HCI’den saf su iizerine 8,3 ml HCI (stok, derisik)

eklenip saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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1M NaOH cozeltisi: 4 g NaOH alinip balon jojeye konur, biraz saf su ile ¢oziiliir, saf
su ile 100 ml’ye tamamlanir.

CAT Cozeltisi (0,5 mg/ml): 0,025 g CAT tartilarak balon jojeye konur, biraz fosfat
tamponu ile ¢oziiliir, iizeri fosfat tamponu ile 50 ml’ye tamamlanir.

Serum Fizyolojik (% 0,9 NaCl): 9 g NaCl tartilarak, balon jojeye konur, biraz saf su
ile ¢oziiliir, lizeri saf su ile 1000ml’ye tamamlanir.

Standart Protein Cozeltisi: 0,025 g sigir albiimini tartilir ve iizerine serum fizyolojik

konup yavasca karistirilarak (kopiirmemesi i¢in) 50 ml’ye tamamlanir.

3.2.2. Pestisit Etkisi

Pestisitler saf etil alkol i¢ginde hazirlanmistir. 0,0100g pestisit alinip iizerine 2
ml etil alkol eklenmistir. Béylece 5000 ppm (mg/L) pestisit ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Bu stok pestisitten 0, 25, 50, 100, 250, 500 ppm derisimlerinde pestisit ile mutlak etil
alkol ve yaklasik 0,5 mg protein/mL derisiminde 700 uL. CAT enzim ¢ozeltisi oda
sicakhiginda yarim saat etkilestirilmistir. Kontrolde 300 uL. mutlak etil alkol ve 700
uL CAT enzim ¢ozeltisi etkilestirilmistir [52]. Bu etkilesimden sonra CAT aktivitesi

Olctilmiistiir.

3.2.3. Protein Tayini

Protein tayini metodu Lowry ve Ark (1951) tarafindan onerilen yonteme gore
yapilmistir [53]. Protein tayini igin asagida 6zellikleri bildirilen A, B ve C ¢ozeltileri

hazirlanmustir.

1) Cozelti A: Bu ¢ozelti 2 g NaCO3, 0,1 M NaOH (0,4 g) ¢ozeltisinde ¢oziilerek ve
ayni ¢ozelti ile son hacim 100 mI’ye seyreltilerek hazirlanmastir.

2) Cozelti B: 0,5 g. CuSO4.5H20, %]1°lik tri sodyum sitrat. 2 H2O (1 g) ¢ozeltisinde
coziilerek son hacim ayni ¢ozelti ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

3) Cozelti C: 50 ml A ¢ozeltisi ile 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmustir.

(Kullanilacagi an hazirlanmasina dikkat edilmistir.)
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4) Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanmstir.

5) Standart Protein Cozeltisi: 1 ml’sinde 0,5 mg sig1r albiimini olacak sekilde %0,9’luk
NaCl (serum fizyolojik) ¢ozeltisiyle hazirlanmistir.

6) Standart Protein Egrisinin Cizimi: 6 adet deney tiipii alinarak tiiplere sirasiyla
standart protein ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml) 0; 50; 100; 250; 500; 1000 pl eklenip serum
fizyolojik ile 1 mlI’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerin protein derisimleri sirastyla 0O;
0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml’ye karsilik gelir. Her tiipe 5 ml C ¢6zeltisi 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 iceriklerinin absorbanslar1 kore karst 750 nm’de
okunmustur. Okunan bu absorbanslar standart protein derisimlerine karsi grafige

gecirilmistir.

14
y =2,2943x
1,2 R*=0,9824

0,8

Absorbans
®

0,6
0,4

0,2

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

Sekil 3.1 Standart protein grafigi

3.2.4. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Katalaz aktivitesi, Bergmeyer (1974) [54] tarafindan ¢aligilan Lartillot ve ark.
(1988) [55] tarafindan gelistirilen metoda gore yapilmistir. Enzimatik aktivite tayini,
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hidrojen peroksidin 240 nm’deki absorbansimnin enzim ile etkilesmesinden sonra
zamanla azalmasma bagh olarak yapilmistir. Yontemde 50 mmol/L fosfat tamponu
(pH=7,5) i¢inde 10 mmol/L H20: olacak sekilde substrat ¢dzeltisi hazirlanir. 2,5 ml
substrat ¢ozeltisi tlizerine 20 pL test edilecek enzim ¢ozeltisi eklenir ve oda
sicakliginda 2 dakika bekletilir. Reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 0,5 ml 1 M HCI
cozeltisi ilave edilir. 240 nm’de absorbans1 (Ar) dlgiiliir.

Kor olarak 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=7,5) ve 0,5 ml 1 M HCI
iceren ¢ozelti kullanilir.

H>0>’in baslangigtaki absorbansini (As) belirlemek i¢in 2,5 ml substrat ve 0,5
ml 1 M HCl igeren ¢6zeltinin absorbansi dl¢iiliir.

Proteinin neden olacagi absorbansi (At) belirlemek i¢in 20 puL. enzim ¢ozeltisi,
2,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml 1 M HCl igeren ¢6zeltinin absorbansi 6l¢iiliir.

Enzimatik aktiviteden dolay1 absorbans (A) degisimi;

A = (As + At)- Ar

Enzim aktivitesinin U/mL cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanilir.

AVt
ctVe

Aktivite =

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)
Ve = Kullanilan enzim ¢6zeltisinin hacmi (mL)
& = H202’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.040 cm?/umol)
t = Reaksiyon zamani (dakika)
Her &rnekteki protein miktar1 belirlenerek aktivite umolH2O2.mg protein

.dakika (U/mg protein) olarak ifade edilmistir.
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3.2.5. istatistik

Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Her bir pestisit etkisinde
derisimler arasindaki aktivite diizeylerini karsilastirmak icin, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), ardindan Student Newman-Keuls'un testi uygulanmigtir. SPSS in 22 siiriim
istatistik yazilimi (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilmistir. Farkliliklar, p < 0,05

ise anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Azinphos-methyl ve Katalaz’in Etkilestirilmesi
Farkli derisimlerde hazirlanan AZM ve CAT etkilestirilerek, CAT enzimi
aktivite ve standart sapma degerleri 6l¢lilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 4.1°de

verilmistir. Aktivite-derisim grafigi ise Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli azinphos-methyl derisimlerinin katalaz aktivitesi iizerine etkisi

Derisim (ppm) Aktivitetstandart sapma(U/mg)
0 5393+69a
25 1141£34bd
50 1417491¢
100 1348+226bc
250 1003+34d
500 1498+140c

Veriler Aritmetik ortalama + Standart sapma seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢ ve d” harfleri
derisimler 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 4.1 Azinphos-methyl’in katalaz aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 incelendiginde AZM derisimi artarken CAT enzim
aktivitesinin keskin bir sekilde distiigii gozlemlenmistir. AZM ile etkilesen CAT
aktivitesinde geri doniisiimsiiz inhibisyon (irreversible inhibition) gbzlemlenmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim konsantrasyonlarda
CAT enzim aktivitesindeki azalislarin istatistiksel agidan dnemli oldugu gézlenmistir.
(P < 0,05; n=3). AZM’nin 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm (mg/L) etkisinde CAT enzim
aktivitesindeki yilizde azaliglarm sirasiyla 78,8; 73,7; 75,0; 81,4 ve 72,2 oldugu

hesaplanmustir.
4.1.2. Dimethoate ve Katalaz’in Etkilestirilmesi
Farkli derisimlerde hazirlanan DM ve CAT etkilestirilerek, CAT enzimi

aktivitesi ve standart sapma degerleri l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 4.2°de

verilmigtir. Aktivite-derigim grafigi ise Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli dimethoate derisimlerinin katalaz aktivitesi tizerine etkisi

Derisim (ppm) Aktivitetstandart sapma(U/mg)
0 1673+7a
25 989+14b
50 1327+41c¢
100 1097+35d
250 1747+24¢
500 1749+12e

Veriler Aritmetik ortalama + Standart sapma seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢, d ve e” harfleri
derisimler arasindaki aktivite diizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P < 0,05; n=3).

Aktivite (U/mg)
S
8

0 100 200 300 400 500 600
Derisim (ppm)

Sekil 4.2 Dimethoate’in katalaz aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 incelendiginde 25, 50 ve 100 ppm (mg/L) DM
derisimlerinde CAT enzim aktivitesinde diisiis gozlemlenirken, 250 ve 500 ppm
(mg/L) DM derisimlerinde CAT enzim aktivitesinde artis gézlemlenmistir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim derisimlerinde CAT enzim

aktivitesindeki azaliglarin ve artiglarin istatistiksel acgidan Onemli oldugu
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gozlemlenmistir (P < 0,05; n=3). DM’nin 25, 50, 100 ppm etkisinde CAT enzim
aktivitesindeki yiizde azaliglarin sirasiyla 40,9; 20,7; 34,4 oldugu, 250 ve 500 ppm
etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde artislarin sirasiyla 4,4 ve 4,5 oldugu

hesaplanmigtir.

4.2. Tartisma

Yaptigimiz calismada, AZM ile etkilesen CAT aktivitesinde geri doniisiimsiiz
inhibisyon (irreversible inhibition) gézlemlenmistir. Bu calismamizla Grtiisen benzer
calismayi, Margoliash ve Schejter (1962)’de 3-amino-1,2,4-triazol bilesigi ile ilgili
yaptiklar1 calismada elde etmislerdir [56]. 3-amino-1,2,4-triazol bilesigi, katalaz1 geri
doniistimsiiz  inhibisyona ugratmistir. AZM, 3-amino-1,2,4-triazol’deki 1,2,3-
benzotriazin ile benzer grup igerir. Benzer bir calisma Aksoy ve ark. (2004) tarafindan
yapilmistir. insan eritrosit katalazin azit tarafindan yarismasiz olarak inhibe edildigini
bulmuslardir [57]. Azit, AZM’nin yapisindaki gibi kovalent bagl ii¢ azot elementi
igerir.

AZM ile ilgili yapilan diger calismalarda, AZM’nin Kkatalazi etkiledigi
anlasilmistir. Ferrari ve ark. (2007), gokkusagi alabaliklarini, 6ldiiriicti dozun altinda,
2,5ve 5 ug/L AZM ile 24, 48 ve 96 saat siiresince etkilestirmislerdir. Pestisitin etkisine
karaciger ve bobrekte bakmislardir. AZM’nin siirekli bir sekilde, CAT aktivitesini
diigtirdiigiinii belirlemislerdir [34]. Ferrari ve ark. (2007)’nin uyguladiklar1t AZM dozu
cok diisiik olmasma ragmen, CAT aktivitesini etkilemis ve diistirmiistiir. Yine benzer
bir sekilde Ferrari ve ark. (2011), karakurbaga larvalarina carbaryl 10 ve 20 mg/L’sini
veya AZM’nin 3 ve 6 mg/L’sini 48 saat etkilestirmislerdir. CAT 1n 6nemli bir sekilde
iki pestisit tarafindan inhibe edildigini belirtmislerdir [37]. Yine Ferrari ve ark. (2011)
yaptiklar1 deneyde AZM’nin 3 ve 6 mg/L’sini kullanmalarina karsin CAT inhibe
edilmistir. Yaptigimiz deneyle benzer sonuglar1 Kristoff ve ark. (2008) bulmuslardir.
Kristoff ve ark. (2008), tath su solucan (0,006 mg/L AZM) ve salyangoz (5 mg/L
AZM) omurgasizlarmin yumusak dokularmi, AZM nin kolinesterazi % 50 inhibe eden

dozu ile 48 ve 96 saat etkilestirmislerdir. Her iki omurgasizin dokularinda CAT
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aktivitesinin azaldigmi bulmuslardir [38]. Kristoff ve ark. (2008)’da diisiik dozda
AZM kullanmig ve CAT aktivitesinde azalma saptamislardir.

DM zehirlenmesi hiicresel hasara ve oksidatif strese neden olur. Bu, lipid
peroksidasyonuna ve serbest radikal olusumuna yol agar [58]. Hidrojen peroksit,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) bir seklidir. Hidrojen peroksit olustugunda, CAT
hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiriir. CAT aktivitesindeki artislar, hidrojen
peroksit veya ROT {iretimine cevap olabilir [59].

Yaptigimiz ¢alismada, 25, 50 ve 100 ppm (mg/L) gibi disik DM
derisimlerinde CAT enzim aktivitesinde diisiis gozlemlenirken, 250 ve 500 ppm
(mg/L) gibi yiksek DM derisimlerinde CAT enzim aktivitesinde artis
gbzlemlenmistir.

Yaptigimiz calisma ile benzerlik gosteren calismalar yapilmistir. Diisiik DM
derisimlerinde CAT aktivitelerinde azalmalar goriilmiistiir. Ornegin, Saafi ve ark.
(2011), sicanlara DM’yi 20 mg/kg/glin oraninda uygulamislardir. CAT in 6nemli
oranda azaldigmi bulmuslardir. Hurma meyve ekstaktini Onceden siganlara
verdiklerinde, karaciger hasarmin onarildigini, CAT aktivitesinde diizelme oldugunu
bildirmislerdir [42]. 20 mg/kg gibi diisik DM derisiminde bulunan sonug¢ bizim
buldugumuz sonuglarla uyum igindedir. CAT aktivitesi diismiistiir. Baska bir
calismada, Al-Awthan ve ark. (2012), oral yoldan vit C (200 mg kg™ viicut agirlig1) ve
vit E (200 mg kg? viicut agirligi), 1/50 LDso dimethoate (DM) (7 mg kg viicut
agirhigl) ve 1/50 LDso DM + vit C ve vit E’yi giinliik olarak 28 giin Gine domuzlarina
uygulamiglardir. DM'in uygulanmas: ¢esitli serum markir enzimlerinin (AST ALT ve
ALP) seviyelerinde ve Lipid Peroksidasyon (LPO) seviyesinde 6nemli bir artiga, buna
karsin karaciger Katalaz (CAT) ve Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitelerinde
azalmaya neden olmustur [45]. 1/50 LDso dimethoate (DM) (7 mg kg™ viicut agirlig)
gibi diisiik pestisit miktarinin CAT aktivitesinde azalmaya yol agmasi sonuglarimizla
uyum i¢indedir. Aymi sekilde, Ansari ve Ansari (2014), yetigskin erigkin
zebrabaliklarm1 96 saat LC50 dimethoate degerinin % 20 (12,00 pg L), % 40 (24,00
ng L1, % 60 (36,00 ug L) ve % 80 (48,00 pg L?) derisimlerine maruz
birakmislardir. Dimethoate, zebra baliklarinin solungaglarinda ve karacigerlerinde

katalaz aktivitesinde ve indirgenmis glutatyon seviyelerinde azalmaya ve lipid
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peroksidasyonunda artmaya neden olmustur [46]. Ansari ve Ansari (2014)’nin
yaptiklar1 diisiik derisimdeki DM uygulamasinin sonuglar1 bulgularimizla paralellik
gostermektedir. Diger bir ¢alismada, Barski ve ark. (2007), sicanlara dimethoate’1
ardigik 5 giin 38,7 mg/kg viicut agirligi dozunda uygulamiglardir. 12 saat insektisit
uygulamasindan sonra siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis, katalaz (CAT)
aktivtesinde azalis ve malondialdehit konsantrasyonunda artis gézlemlemislerdir [47].
38,7 mg/kg viicut agirligt DM dozu gibi diisiik derisimde uygulanan bu ¢aligmanin
sonuglari, bizim buldugumuz sonuglar gibi CAT aktivitesinde azalmaya yol agmustir.
Diger taraftan, Abu El-Saad ve Elgerbed (2010), Dawley si¢anlarina agizdan 7 hafta
boyunca dimethoate (21 mg/kg viicut agirligi); E vitamini (200 mg/kg viicut agirligi);
N-asetilsistein (NAC) (100 mg/kg viicut agirlig) ve E + NAC uygulamislardir.
Dimethoate’in agizdan uygulanmasi, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon-S-
transferaz antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin azalmasina neden olmustur. Vit.E
ve NAC'!n kombinasyonu dimethoate’in neden oldugu oksidatif hasari tamamen
iyilestirmistir [48]. 21 mg/kg DM derisiminin yarattig1 etki sonuglarimzdaki gibi CAT
aktivitesini azaltmstir. Ote yandan, Ajitha ve Jayaprakas (2017), tath su balig1 Nile
Tilapia'ya (Oreochromis niloticus) dimethoate’in 96 saatlik LC50 degerinin 1/5 ini
(0,047ppm) uygulamislardir. Nil Tilapyasmin solungag, karaciger ve bobreginde
katalaz aktivitesinde azalma oldugunu bulmuslardir [49]. 0,047 ppm DM beklenen
etkiyi yapmis ve CAT aktivitesini diisirmustiir. Aym1 sekilde, Eken ve ark. (2017),
siganlara dimethoate (7 mg/kg/giin), C vitamini (100 mg/kg/giin) ve L. officinalis
meyve 0zii (4 mg/kg/giin) uygulamislardir. Dimethoate uygulamasidan sonra, katalaz
aktivitesi 6nemli 6l¢lide azalmistir. Bununla birlikte, L. officinalis veya C vitamini,
dimethoate’a maruz birakilan sicanlara tatbik edilmesi biyokimyasal ve oksidatif stres
parametrelerini neredeyse normal seviyelere getirmistir [50]. 7 mg/kg/giin diisiik DM
dozu uygulanmasi c¢aligma bulgularimizla uyum igindedir. CAT aktivitesinde
azalmaya yol agmuistir.

Yiiksek dimethoate uygulamalarinda ise katalaz aktivitesi artmigtir. Amara ve
ark. (2011) yaptigi calismada bulunan sonuglar sonu¢larimizla uyum i¢indedir. Amara
ve ark. (2011), Wistar si¢anlarina, DM (0,2 g/L i¢me sularinda), DM + selenyum (0,5
mg/kg diyetlerinde), DM + E vitamini (100 mg/kg diyetlerinde) veya DM + selenyum
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+ E vitaminini 30 giin boyunca uygulamislardir. DM ile muamele edilen siganlarda
CAT aktivitesinin arttigin1 belirlemislerdir. Siganlarm DM diyetlerine selenyum
ve/veya E vitaminini koyduklarinda, biyokimyasal parametrelerin diizeldigini
bulmuslardir [44]. 0,2 g/L yani 200 mg/L gibi yiiksek DM derisimi bizim buldugumuz

sonuglarla ayn1 etkiyi yaratmis, CAT aktivitesini arttirmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

1) Artan AZM derisimi ile etkilesen CAT aktivitesinde azalma gézlemlenmistir.

2) AZM’nin CAT aktivitesini geri doniisiimsiiz inhibisyona (irreversible inhibition)
ugrattig1 belirlenmistir.

3) 25, 50 ve 100 ppm gibi diisik DM derisimlerinde CAT aktivitesinde azalma
gbzlemlenmistir.

4) 250 ve 500 ppm gibi yiiksek DM derisimlerinde CAT aktivitesinde artma

gbzlemlenmistir.

5.2. Oneriler

1) Pestisitlerin etkilerinin degerlendirilmesinde CAT enzimi biyokimyasal belirteg
olarak kullanilabilir.

2) Calisilan pestisitlerin CAT enzimi disindaki diger antioksidan enzimler olan
stiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-
transferaz gibi enzimlerin tizerine etkileri arastirilabilir.

3) Yapilan ¢alisma, in vitro olup, in vivo ortamda da CAT enzimi tizerine AZM ve DM

etkilerine bakilmasinin yararl olacagi diisiiniilmektedir.
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