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OZET

Limnodrilus profundicola (VERRIL 1871) KOLINESTERAZ ve
ETOKSIREZORUFIN O-DEETILAZ AKT IVITELER iNiN BiYOMARKOR
OLARAK KULLANILMASININ ARA  STIRILMASI

OZDEMIR, Adile
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Mustafa DURAN
Yardimci Yonetici: Prof. Dr. AlaattiSEN
Ekim 2006, 94 Sayfa

Bu calsmada, Bluyuk Menderes Nehri'nin bir kolu olan CuniikSay Uzerinde
farkli  istasyonlardan  toplanan  oligoket Limnodrilus  profundicoldarin
homojenizasyonuyla mikrozomal ve sitozolik fraksilar elde edildi. L.
profundicoldlarda sitozolik kolinesteraz (ChE) karakterizasypnasetiltiyokolin
(ATC), propiyoniltiyokolin (PTC) ve butiriltiyokoh (BTC) substratlari kullanilarak
gerceklatirildi. ChE aktivitesi; asetilkolinesteraz (AChE)propiyonilkolinesteraz
(PChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) igin sirasiya pg, 50 pg ve 100 pg protein
miktarina ve 150 saniye reaksiyon zamanina kadeeltlik gésterngtir. Optimum pH
ve sicaklik her lg¢ substrat icin pH 8,5 ve 35 °@rak bulunmsgtur. AChE, PChE ve
BChE icin enzim aktivitesinin sirasiyla 7,5 uM ATE,uM PTC ve 2,5 uM BTC
konsantrasyonu (zerinde sature @ladu gozlenmgtir. Lineweaver-Burk grafii
kullanilarak yapilan saptamalarda AChE, PChE ve B@in Vnax Ve Ky, deserleri
sirasiyla 8636 U/dak/mg protein ve 1,202 mM; 608ddld/mg protein ve 0,537 mM;
3065 U/dak/mg protein ve 0,560 mM olarak hesaplanmiYapilan ¢cakmalardal.
profundicola sitozolik ChE aktivitesi Uzerine organofosfat, kammt ve piretroid
insektisitlerin etkisi incelenrgi ve insektisitlerin enzim aktivitelerini inhibe gt
bulunmutur. Bununla birlikte Curiksu Cayi tuzerinde belwa farkli istasyonlardan
toplanan L. profundicola bireylerinde AChE aktiviteleri 6lctlmi ve farklihklar
bulunmutur. Ayrica, Sitokrom P4501A1 (CYP1Al) induksiyomuranlamak igin
EROD aktivitesi, 7-Etoksirezorufin substrati kullianak olculmigtir. CYP1Al ve
CYP4A ekspresyon duzeylerinin saptanmasi icin Wastdot analizleri, anti-Rat
CYP1Al ve CYP4A antikorlar kullanilarak yapilghr. Sonug¢ olarak, bu camada
kirlili ge duyarsiz olmayan ama direnclilik kazanabilen,li kie temiz sularda
yasayabilen kozmopolit bir tir olah. profundicolanin geng cssitlilikteki cevresel
kosullara adaptasyonu ile Kkirlilik ve ekotoksikolojialggmalarinda biyomarkaor
organizma olarak kullanilabiligi gosterilmitir.

Anahtar Kelimeler: Kolinesterazlimnodrilus profundicolaCYP1A1, biyomarkor
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF USING Limnodrilus profundicola(VERRIL 1871)
CHOLINESTERASE AND ETHOXYRESORUFIN O-DEETILASE
ACTIVITIES AS A BIOMARKER

OZDEMIR, Adile
M. Sc. Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mustafa DURAN
Co-adviser: Prof. Dr. Alaattin SEN

October 2006, 94 Pages

In this study, oligochaeteimnodrilus profundicolacollected from different sites
along Curuksu stream on Menderes River were honibgeé and microsomal and
cytosolic fractions were prepared. Characterizatb cytosolic cholinesterase (ChE)
activities were carried out using acetylthiochol{#a C), propionylthiocholine (PTC)
and butyrylthiocholine (BTC) substrates. AChE, PGinie BChE activities were found
to be linear with respect to 50, 50 and 100 pdeamoconcentrations, respectively for
150 seconds incubation time . Optimum pH and teatpez have found to be pH 8.5
and 35 °C for all substrate. It has been observat AChE, PChE and BChE enzyme
activities have saturated at and above 7.5 mM AF@M PTC and 2.5 mM BTC
concentrations, respectively. Apparéfif.x andK,, valuesof AChE, PChE and BChE
were determined using Lineweaver-Burk graph anautaied as 8636 U/min/mg
proteins and 1,202 mM; 6064 U/min/mg proteins andi3® mM; 3065 U/min/mg
proteins and 0,560 mM, respectively. In our studikes effects of organophosphorous,
carbamate and piretroid insecticides lanprofundicolacytosolic ChE activites were
investigated and were found that these insecticligage inhibitory effects. AChE
activities ofL. profundicolacollected from different stations of Curuksu Strehave
measured and were observed to be different. Intiaddifor Cytochrome P4501A1
induction, EROD activity has been measured usireghdxyresorufin as substrate.
CYP1Al and CYP4A expression levels were also detexrthby Western blot analysis
using anti-Rat CYP1Al1 and CYP4A antibodies. Consetly, L. profundicolawhich
is a cosmopolitan organism with a reputation fangevery resistant but not insensitive
to pollution can adapt to a wide range of environtakconditions and our results
suggests thdt. profundicolacan be used as a biomarker organism for orgartiigtiom
and ecotoxicological studies.

Keywords: Cholinesterasd,imnodrilus profundicolaCYP1A1, biomarker.
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1. GIRIS

Hizla gelsen sanayi ve artan kergfeenin sonucu olarak cevreye veidiiz zarar
da artmaktadir. Her gecen gin artan sanayi kglarimin endustriyel atik sularinin ve
evsel atik sularin deniz, g6l ya da nehirlerimizerilmesi, bitki zararhlarn ile
micadelede kullanilan ve canli organizmalar Uzeritaksik ve karsinojenik etkiye
sahip insektisitler, herbisitler gibi g#i pestisitlerin kullaniminin artmasi ile artan

cevresel kirlilik bircok canli tiriintin yamini tehlikeye sokmaktadir.

Yirmibirinci  yuzyillin en buydk sorunlarindan biri lamm kullanilabilir  su
kaynaklarinin tiketiminin artmasinagraen, tim canlilarin yami igin zorunlu su
kaynaklari cgitli sekillerde bir o kadar da hizla kirletiimektedir. dirstriyel ve evsel
atik sularin direk olarak alici ortamlara verilmesinucu her gecen gun akuatik
ortamlar Kirletiimekte ve bu ortamlarda sggan organizmalar olumsuz yénde
etkilenmektedir. Akuatik alanlara ghrj edilen atik sular, icerdikleriga metaller,
toksik bilesikler, azotlu ve karbonlu organik ve inorganik kikder ile bazi canli
turlerinin 6limune, toleransh tirlerde ise fizyjitove morfolojik desisimlere neden

olmaktadir.

1945'ten bu yana tarim alanlarindaki trinler, ewndederindeki bitkiler ve ¢im
alanlari pestisit olarak bilinen ve zararh olarkétbul edilen, c¢gtli organizmalari
Oldiren dgisik kimyasallarla muamele edilmektedir. Zararlilarlemiicadelede
kullanilan insektisitler, herbisitler, fungusitlee rodentisitler gibi pestisitler canlilar
uzerinde cgitli toksik etkilere sahiptirler. Ozellikle, klortadiriimis hidrokarbonlar
(DDT, aldrin, dieldrin, endrin, toksafen, lindanlokdan gibi), organofosfatlar (OP)
(paratiyon, metil-paratiyon, malatiyon, diazinotijfsofos, klorfyrifos, monokrotofos,
triklorfon gibi), karbamatlar (karbaril, maneb, idarb, aminokarb, metomil,
tiyodikarb, karbofuran, priopoksor gibi) ve pirdtiler (permetrin, deltametrin,
dekametrin, tetrametrin, sipermetrin, fenvaleradfeevalerat, siyhaletrin gibi) gibi
insektisitler ginimuizde yaygin olarak kullaniimakeadirek ya da dolayh olarak bu

kirleticilere maruz kalan canl organizmalar Gzdgarnya toksik ve karsinojenik etkilere



ya da ceitli direng mekanizmalarinin gelnesine neden olmaktadirlar. Ozellikle, bu
toksik bilesiklerin direk ya da dolayh yollarla akuatik ortaané ulamasi akuatik

canlilarin yaamini da tehliye sokmaktadir.

Tath su sistemleri, mahsuli koruma amagch yapKasitli uygulamalar (Crane vd
1995) ve bdceklerin kontroll ya da dokilme, arazndji, suriklenme gibi kasitsiz
uygulamalarla insektisitlerce kirletilebilmektedDay ve Scott 1990, Crane vd 2002).
Bdylece, nehir ve gollerde yayan akuatik invertebratlar subletalden letalgign
¢esitli insektisit konsantrasyonlarina maruz kalabikteglirler (Crane vd 2002). Yuksek
insektisit konsantrasyonlari sudaki invertebrat kaitelerinin etkilenmesine neden
olmaktadir (Maycock vd 2003). Orgia, dazal sularda bulunan pestisitler, baliklarda
asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonuna neden olimakirlikte enzimin tekrar
sentezini (Szabo vd 1992) ve hormonal durumunu é&Bhakurta ve Bhattacharya
1988) da etkilemekte ve kas proteinleri ile RNA igelerini azaltmaktadir (Das ve
Mukherjee 2000, Abdel-Halim vd 2006). Daha fazla @®uklenmg morfolojik
anormallikler goérulmektedir (Lien vd 1997, Abdeldiia vd 2006). Beyin AChE
inhibisyonu biyumenin erken safhasinda bulunarbaiikta kesinlikle hayatta kalma
kabiliyetini azaltacak fizyolojik ve davragsal modifikasyonlara neden olmaktadir (Pan
ve Dutta 1998, Abdel-Halim vd 2006). Olumlilik oranaruziyet seviyesinin artmasi
ile artmakta ve yuksek uyarimgekline gore 6lim gercelkdene kadar diizensiz durum
ve aktivitede azalma gorulmektedir (Hussein ve &k 1993, Abdel-Halim vd 2006).

Su, sediment ya da uygun biyomarkér organizmaldakuarak gelstirilen cesitli
metodlarla kirliligin boyutlari saptanabilmektedir. Ozellikbazim aktivite dlgtimleri ile
distik seviyelerdeki kirlilgi saptamak icin kullanilan biyomarkdrlar, akuatik
ekosistemlerin ekolojik risk gerlendirmelerinde gittikce daha fazla kullaniimakta
Bu biyomarkorler, pestisitler gibi ksenobiyotikleraeden olunan etkileri ve maruziyet
oranini  saptamak icin potansiyel ©6neme sahiptirleBoylece, biyolojik
organizasyonlarda yuksek seviyelerdeki potansiyalarz etkileri icin erken tespit
yapilabilmektedir (McCarthy ve Shugart 1990, Caiiaig vd 2002).

Cssitli tipte cevresel kirleticilere maruz kalan cdatda, 6zellikle bdceklerde,
diren¢c mekanizmasi ile ilgili enzimlerden Esterazfalutathion-S-Transferazlar, P450

bagimli Monooksijenazlar ve Hidrolazlar en ¢ok bilinemndir.



1.1. Esterazlar

Esteraz enzimleri feromen ve hormon metabolizmsisidirim sistemi ve sinir
iletimi, Ureme davragl ve insektisitlere diren¢ gibi bir ¢ok mekanizmadal
oynamaktadir. Esteraz enzimlerinin Asetil esterazlAril esterazlar, Karboksil
esterazlar (Cak) ve Kolin esterazlar (ChE) olma&ré@z4 sinifi bulunmaktadir. CaE
(EC 3.1.1.1)lar a,p-hidrolaz proteinleridir ve gen drtnlerinin bircodokunun
endoplazmik retikulumunda lokalize olglu bir cokgenli superaileyi ofturmaktadirlar
(Hosokawa vd 1987, 1990, 1995, 2001, Maki vd 1994toh vd 1994, Yamada vd
1994, Satoh ve Hosokawa 1995, 1998, Takayama v8, M8ri vd 1999, Satoh 2005).
Bu enzimler ester ve amid-pa iceren geni cssitlilikteki ilaglarin hidrolizini
katalizlemektedirler (Satoh 2005). OP insektisitieen dnemli toksikolojik etkilerini
esterazlarin merkezi sinir sisteminde geri ddimisiiz fosforilasyonu ile gkadiklar
bildirilmi stir (Aldridge ve Reiner 1972; WHO 1986, Sogorb viéaxWova 2002). OP ve
karbamat pestisitler ChE aktivitesini spesifik alarinhibe etmektedirler (O'Brien
1960) ve ChE aktivitesinin ya sucul cevrelerin hiegiklerce kirletildigine ya da
baliklarin bu bilgiklere maruz kaldiina dair bir biyoindikator olarak kullaniigi
bildirilmi stir (Zinkl vd 1991, Chuiko vd 2003) .

1.1.1. Kolinesterazlar

Protozoon ve singerlerde de saptanan ve hayvaldanirgle tum canlilarda
bulunan kolinesterazlar serin hidrolazlarin binfsdar (Wilson ve Cabib 1956, Talesa
vd 1993b, Marcel vd 1998, Stojan vd 2004, Focai2@06). Kolinesterazlar, kolin
esterleri iki basamakta hidrolize ederler: enziragilasyonu ve bunu takip eden su
molekdlt ile iligkili deacilasyon (Wilson ve Cabib 1956, Stojan vd02).
Kolinesterazlar (ChE) ve karboksilesterazlar (Caggtilkolinesteraz ve juvenil hormon
esteraz gibi oldukga 6zedlmis fonksiyonlara sahip tyelerinin bulunglua,p-hidrolaz
ailesi olarak adlandirilan protein super ailesiitérlar (Cygler vd 1993, Marcel vd
1998, Satoh 2005). Bu uyeler, bir nérotransmitt@rdg bir hormona yiiksek derecede
secicilik gosterirler. ChE, butirilkolinesteraz yia doku ve plazmada bulunan geni
cesitlilikteki  karboksilesterazlar gibi ailenin ger Uyeleri ise katalizleyecekleri
substratlara daha az segicilik gosterirler. Bu négediyet ya da maruz kalmaninska
yollari ile kagllasildiginda yabanci substratlar icin, bir koruyucu ve t#eme gorevi

yaparlar. Enzimlerin bu ailesi sentezlendikleri telerde de buyidk farkhliklar



goOstermektedir. Bazilari gidi hiicre tiplerinde bulunurken bazilarinin yukss#ektif
ekspresyon gosteggi bildirilmi stir (Satoh 2005). Vertebratlarda, farkh 6zgulliide
sahip ChE’lar serum ile bazi sinirsel ve sinirsiehayan dokularda da bulunmaktadir
(Talesa vd 1993b).

Karboksilesterazlar, piretroidler ve organofosfatieeren bircok ksenobiydiin ve
endojenik bilgiklerin metabolizmasinda 6nemlidirler. Karboksiksizlar, bu
bilesikleri daha az toksik metabolitlere hidrolize eder@iretroid toksisitesini
rediklerler (Abernathy ve Casida 1973, Wheelock 2004, Wheelock vd 2005).
Kolinesterazlar ise biyomonitoring programlarindeorkk OP ve karbamat Kkirli
tespitinde kullanilan (Weiss 1964, Dembélé vd 2@ékry vd 2001, Fulton vd 2001,
Abdel-Halim vd 2006, Focardi vd 2006) kolin estérieayiriimasini katalizleyen
(Talesa vd 1996) ve asetil, propiyonik ve butirikstezleri hidrolize eden
asetilkolinesteraz (AChE), propiyonilkolinesteraPChE) ya da butirilkolinesteraz
(BChE) olarak siniflandirilirlar (Talesa vd 1993Katalitik 6zelliklerine, inhibisyon
Ozgulliklerine ve doku dalimlarina gore siniflandirilirlar (Marcel vd 199&kuatik
turlerin ChE tiplerinin siniflandirmasi memeli CbhEelliklerine dayanan bir yalkdanla
substrat tercihlerine ve segici inhibitdrlere cdaapa gore cagilmistir (Kousba vd
2003, Frasco vd 2006). Vertebratlarda ChE, kakalitizelliklerine, substrat
Ozgulliklerine ve secici inhibitérlere duyarhlikina gore asetilkolinesteraz (AChE, EC
3.1.1.7) ve pseudokolinesteraz ya da butirilkolieesz (BChE, EC 3.1.1.8) olarak iki
gruba ayrilmaktadir (Marcel vd 1998, Chuiko 200@y¢a vd 2000, Chuiko vd 2003,
Rogriquez-Fuentes ve Gold-Bouchot 2004, Monteir@®@5, Focardi vd 2006, Frasco
vd 2006). AChE substrat fazlgiiile inhibisyona grarken BChE alifatik karboksilik
asit monokolin esterlerinin dilk konsantrasyonlarinda aktivasyon gdstermektedir
(Nachmanson ve Wilson 1951, Marcel vd 1998). ChEsl#bstrat spesifikiinde gerg
cssitlilik gosterebilmektedirler. Orngn g6l alabalg Salvenilus namaycusa AChE
baskin durumdayken, yengedca pugmata BChE ve oOrdeklerde propiyonilkolin
spesifik ChE'dir (Huggett vd 1992, Kristoff vd 2006Diger bir taraftan, farkli
kaynaklardan ChE’lar molekiler formlarda farkli gozrlikte ve membrandaki
konumlari bakimindan genicssitlilikte bulunabilmektedirler (Massoulié vd 1993,
Kristoff vd 2006). ChE 6zelliklerinin tirden turarklilik gostermesi nedeni ile tlrlerin
bir biyomarkor olarak kullanilabilirdii icin 6ncelikli olarak turlerde bulunan enzimin

tipinin karakterize edilmesi onemlidir. Ayrica, t&n fazla ChE bulunabilir ve bu



ChE’lar antikolinesteraz ajanlara farkli hassasgyregosterebilmektedirler (Kristoff vd
2006). Drosophila melanogast&te glikolipid ankor yolu ile ampifilik dimer bayla
membrana b#l sadece bir ChE bulunurken nematGdenorhabditis elegafta Ug¢
farkli gen substrat spesifiteleri farkli (Johna@nRussell 1983, Johnson vd 1988) olan
uc farkli AChE'l kodlamaktadir (Johnson vd 1981, rvé vd 1998). Ampifilik
tetramer icin kodlanan bu genlerden hirivitro olarak klonlanny ve ekspres edilrgiir
(Arpagaus vd 1994, Marcel vd 1998)rosophilave nematod’daki bu iki enzim AChE
olarak dikkate alinabilmektedir. Cunki bunlar némemitter asetilkolinin metabolize
edildigi merkezi sinir sisteminde bulunmaktadirlar. Verslardan farkli olarak bu
AChE’lar butiriltiyokolini etkili bir sekilde hidrolize edebilmektedirler (Johnson ve
Russell 1983, Gnagey vd 1987, Marcel vd 1998).

1.1.1.1. Asetilkolinesteraz

Asetilkolin gibi asetil esterleri hidrolize edenzémler asetilkolinesteraz (AChE,
EC 3.1.1.7) ya da asetilkolin asetilhidrolaz olamdandirilirlar. Asetilkolinesteraz,
asetilkolinin kolin ve asetata hidrolizini katakrhesi (Kuhr ve Dorough 1976, Shi vd
2002, Lionetto vd 2003, Roex vd 2003, Cheng vd 2004ng vd 2004, Selkirk vd
2005, Yi vd 2006) ile sinir sisteminde nérotrangeritasetilkolinin glevini sonlandirici
anahtar bir role sahiptir (Massoulié vd 1993, Mark@98, Focardi vd 2006). AChE,
invertebrat zararlilarin kontroli icin kullanilanganofosfatlar (OP) ve karbamatlar gibi
norotoksik pestisitlerin primer hedefi olarak bilthistir (Hassal 1990, Callaghan vd
2002, Frasco vd 2006). AChE inhibisyonu, direk aka©P ve karbamat insektisitlerin
toksik etki mekanizmalari ile gaantilidir (Ceron vd 1996, Lionetto vd 2003, Yi vd
2006) ve OP’lar ve karbamatlar gibi insektisitlar@aruz kalan bireylerde AChE’In
inhibisyonu sonucu normal sinir fonksiyonlari baru{Habig ve DiGiulio 1991, Crane
vd 2002). OP’lar ndrotransmitter asetilkolini hilze eden AChE’In aktif bdlgesine
aktif okson metabolitleri ile (klorofiyrifos-oksomaraokson gibi) tersinmez hbiekilde
baglanmaktadirlar (Aldridge 1950, Aldridge ve Raine372, Murphy 1986, Fukuto
1990, Rachinsky vd 1990, Habig ve DiGiulio 1991 s8uan vd 1991, Kardos ve
Sultatos 2000, Callaghan vd 2001, Callaghan vd 2@orb ve Vilanova 2002,
Cheng vd 2004, Kousba vd 2004, Wang vd 2004, Clazettara ve Pathiratne 2006).
Eger asetilkolin hidrolize edilmez ve postsinaptik migan Gzerindeki reseptdrden

ayrilmazsa devam eden depolarizasyon meydana geliparalizisi takiben 6lumle



sonuclanmaktadir (Hassal 1990, Callaghan vd 20QBlar Fosfotriesterazlar ve
CaE’larla oksidasyon ve hidroliz ile hidrolize eddr (Sogorb ve Vilanova 2002).
Karbamat insektisitler ise AChE’in tersinir inhitteridir (Reiner 1971, Kallander vd
1997). AChE’In inhibisyon prosesi karbamat insekt® asetilkolinin enzimin aktif
bdlgesindeki yizey icin yamalari ile iligkilidir. Enzim-inhibitér kompleksi karbamat
insektisitin yapisal 6zelliklerine gadir (Kolbezen vd 1954, Kallander vd 1997). Aktif
bolgeye zayif bganan karbamatlar kolayca aktif boélgeden ayrilaggizimin geri
aktivasyonunu sdarlar (Matsumura 1985, Kallander vd 1997, SogoebMilanova
2002). Ber karbamat insektisit aktif bdlgeden ayrilmazsdo&matin karbonil karbonu
ester grubuna atak yapar ve stabil karbamillgrenzim kompleksi olgur (Matsumura
1985, Kallander vd 1997). Karbamatlar, CaE’larcaidésyon ve hidroliz ile hidrolize
edilirler (Sogorb ve Vilanova 2002). Piretroidlerietki mekanizmalari ise daha
farklidir. Piretroidler, N& kanallarina yiiksek afinite gosterirler ve bu kéavah
fonksiyonlarinda toksik etki uyandirirlar. Piretitdrle Nd kanallari acih kalir ve sinir
membraninin tamamlanmagni depolarizasyonuna neden olur. Oksidasyon ve
detoksifikasyon ile detoksifiye edilirler ve CaHta hidrolize edilirler (Sogorb ve
Vilanova 2002). OP insektisitlerden klorfiyrifos veparatiyon’'un metabolik
aktivasyonu, sitokrom P450 ganl oksidatif desulfiirasyonla ajan klorfiyrifos-okson
ve paraokson ve sitokrom P450gbali dearilasyonla detoksifikasyonu sonucusatu
trikloropiridinol ve p-nitrofenol metabolitleri ile igkilidir (Sultatos ve Murphy 1983,
McCracken vd 1993, Poet vd 2003, Kousba vd 2004xsiiDurasyon ve dearilasyon
arasindaki denge cok farkli seviyelerde AChE irdyibnu ile sonuclanabilmektedir
(Timchalk 2001, 2002, Kousba vd 2004). Malatiyorbigiosforoditiyoatlar ya da
klorfiyrifos ve metil-paratiyon gibi fosforotiyoltr sitokrom P450 kaml
monooksijenazlar (sulfoksidasyon) tarafindan biyivak edilirler ve olgan okson
anolgiu daha potansiyel AChE inhibitoridir (Chambers )9Bi®rotoksik bilgiklerce
AChE inhibisyonu pestisitlere maruziyet ve bumagtkileri icin bir biyomarkor
(Thompson 1991, Crane vd 1995, Carr ve Chamberg, ®ps vd 1997, Dembélé vd
2000, Kirby vd 2000, Crane vd 2002, De la Torre20®2, Forget vd 2003, Frasco vd
2006)olarak dgada ve insanlarda siklikla kullaniimaktadir (Cradel995, Kheir vd
2001). Ozellikle baliklarda AChE aktivitesi inhig@nu bir cok cakmada OP ve
karbamat pestisit maruziyetinin tespitinde kullemaktadir (Zinkl vd 1987, Galgani vd
1992, Beyers ve Sikoski 1994, Lionetto vd 2003)sifianvertebratlarda da AChE

aktivite olctmleri OP maruziyetinin saptanmasindidr biyomarkor olarak



kullaniimistir (Karnak ve Collins 1974, Detra ve Collins 1988ay ve Scott 1990,
Crane vd 1995, Ibrahim vd 1998, Sturm ve Hanser®18allaghan vd 2001). Bircok
biyomonitoring programinda akuatik invertebratlayamndikator organizmalar olarak
kullaniimaktadir (Hyne ve Maher 2003, Kristoff v@05). Fakat bu turlerden 6zellikle
kirlilik izleme programlarinda siklikla kullanilamidyelerde (Day ve Scott 1990,
Bocquené ve Galgani 1991, Ozretic ve Krajnovic-@zr&992, Bocquené vd 1997,
Basack vd 1998, Mora vd 1999, Doran vd 2001, CooperBidwell 2006) ve
kabuklularda (Day ve Scott 1990, Lundebye vd 1%drm ve Hansen 1999, Varé vd
2002) AChE inhibisyonun bir biyomarkor olarak kuliebilirligine dair az ¢cagma
bulunmaktadir (Lionetto vd 2003, Kristoff vd 200@estisit bglanmasi sonucu ofan
inhibisyonu saptamak icin kullanilan AChE aktiviictimleri Chironomus ripariu
da iceren (Detra ve Collins 1991, Sturm ve Han€99 1Fisher vd 2000, Callaghan vd
2001, Olsen vd 2001, Crane vd 2002, Callaghan VvaRP@sitli invertebratlarda
calsiimistir (Karnak ve Collins 1974, Day ve Scott 1990, ierard 1995, Ibrahim vd
1998, Callaghan vd 2002). Invertebratlar, BChEhciteen sadece AChE’'l ekspres
ediyorlar gibi gorinmektedir fakat bu enzimler suk butirilkoline kagi énemli bir
aktivite gostermektedirler (Toutant 1989, Selkick2005).

1.1.1.2. Butirilkolinesteraz

Butirilkolin gibi baska tip esterleri tercih eden enzimler ise butidikesteraz
(BChE, EC 3.1.1.8) ya da acilkolin acilhidrolaz ralla adlandiriimaktadirlar (Kristoff
vd 2006, WEB_1). BChE pseudokolinesteraz, non-figekolinesteraz ya da basit
kolinesteraz olarakta bilinmektedir (Frasco vd 20@8istoff vd 2006, WEB_1).
Butirilkolini ayricalikli olarak hidrolize eden vgdzinebilir enzim, plazma (Massoulié
vd 1993, Focardi vd 2006), karger, akcgerler ve bgirsaklarda (Hugget vd 1992, Li
vd 2000, Kristoff vd 2006) yuksek konsantrasyordartiulunmaktadir. BChE,
butirilkolin gibi kolin esterler tzerine etki etmieklir (Sun vd 2002, Selkirk vd 2005).
Asetilkolini hidrolize edebilmesine ganen daha gemisubstrat spesifikgine sahiptir.
Kokain gibi alkoloidleri iceren ger esterler Gizerine de etki etmektedir (Sun vd 2002
Selkirk vd 2005) ve bilinen spesifik gal bir substrati bulunmamaktadir. BChE’In
fonksiyonu hala tam bilinmemektedir (Silver 1974e8&kin vd 1997, Marcel vd 1998,
Chuiko vd 2003, Selkirk vd 2005). Genelliklgizdan yutulan toksik bikgklerin

hidrolizinde koruyucu rol oynagh disinulmektedir (Lockridge ve Masson 2000,



Selkirk vd 2005) ve kas ve sinir dokularinda ChHEddesine katkida bulunmaktadir
(Massoulié vd 1993, Focardi vd 2006). BChE'irgdlobilesiklerin detoksifikasyonu ile
ilgili oldugu belirtimektedir (WEB_1).

1.2. Cesitli invertebrat Tirleriile Yapilan ChE Cali smalari

Farkli invertebratlarla yapilan csinalar, dgik seviyelerde OP maruziyetinde
AChE inhibisyonuna kg olumleri gostermgtir (Fulton ve Key 2001). Bu ise
vertebratlara oranla invertebrat ChE’larinin artitkesteraz pestisitlere daha st
duyarliiga sahip oldgunu var saymaktadir. Hassasiyette tur-spesifik |fddar
olabilmektedir. Bununla birlikte balik beyni gibirpok ChE’'in bulundgu spesifik
norolojik doku preparasyonlarinin yerine total-viiduwomojenatlarinin kullaniidi
invertebratlarda saptanan ChE seviyeleri duyarakk farkhliklara katkida
bulunmaktadir. Villatte vd (1998) bir¢cok pestisitharkh turlerdeki duyarhliklarini
karsilastirdiklar  calsmalarinda bocek AChE olarakta adlandirilan inveeeb
ChE’larinin vertebratlarinkine oranla inhibisyorehd duyarli olduklarini bulmglardir
(Frasco vd 2006).

Hindistan’daHelicoverpa armigerave yaprak kurduSpodoptera leturda OP ve
karbamat insektisitlere direnclilik bildirilngtir (Armes vd 1996, 1997, Kranthi vd
2001a, Srinivas vd 2004). Beyaz titin ginBemisia tabac{Dittrich vd 1985, 1990)
ve Heliothis viresceride de (Brown ve Bryson 1992) hassas olmayan AChB® ve
karbamat insektisitlere direnclilik mekanizmasindaskili oldugu gosterilmgtir
(Srinivas vd 2004). Benzer hassas olmayan AChEavdigr ev sing, pamuk yaprak
biti Aphis gossypielladMoores vd 1988, 1989) ve bircok sivrisinek tuifefrénch-
Constant ve Bonning 1989) gibi zararl bdcek timierhheterojenik populasyonlarinda
bulunmutur (Srinivas vd 2004). Dunyaning# bolgelerindekiHelicoverpa armigera
populasyonlarinda ggli direnclilik mekanizmalari tghis edilmgtir. Bunlar rediklenen
penetrasyonu (Gunning vd 1991, Armes vd 1992, Keghad 1993, Kranthi vd 1997,
2001b), azalan sinir sensitivitesini (West ve Md€af 1992) ve artan metabolizmayi
(Ahmad ve McCaffery 1991) icermektedir (Srinivas2@D4).

Bellanger vd (1998)'de invertebrat cephalop&tpia officinalife AChE
aktivitesini ve BChE ile PChE pseudo-ChE aktivitele 6lcmislerdir. Aktivite
Olcimlerini 0,3 mM ATC, 1 mM BTC ve 0,3 mM PTC stitag son konsantrasyonlari



ile 1,5 mM DTNB ve 20 mM fosfat tamponu pH 7 iceneraksiyon ortaminda beyin
homojenati kullanarak yapshardir. Farkli beyin bdlumlerinde olcilen aktivitetle,
AChE i¢in 13,4-75,99mol/sa/mg protein, BChE i¢in 4-38nol/sa/mg protein ve PChE
icin 11,1-50,8umol/sa/mg protein olarak saptagardir. Talesa vd (1993a) ve Scaps vd
(1996)'da da belirtildii gibi ChE aktiviteleri AChE>PChE>BChEseklinde

bulunmutur.

Marcel vd (1998)Drosophila melanogasteve nematodCaenorhabditis elegans
AChE kinetik davramdarini 1 uM ile 200 mM arasinda geen substrat
(aseltiltiyokolin, butiriltiyokolin, propiyoniltiydolin, asetil-metiltiyokolin ve o-
nitrofenil asetat) konsantrasyonlarinda galslardir. Drosophila ve nematod
AChE’lar ile substratlarin hidrolizini 1 ile 10Q@M arasinda vertebrat AChE igin
kurulan kinetik modelden farkli bulmglardir. Drosophila ve nematod AChE’lari
tiyokolin esterlerin hidrolizi igin trifazik kineki gOstermgtir. Drosophildda
aseltiltiyokolin, butiriltiyokolin, propiyoniltiyololin, asetilf-metiltiyokolin ve o-
nitrofenil asetat icirkm; ve Kmpdegerleri sirasiyla 2,95-84; 26-273; 6,8-441; 8,5-@6 v
61-3485uM olarak bulmylardir.

Baska bir calgmada, Liposcelis bostrychophilave Liposcelis entomophila
bdceklerini alti farkli konsantrasyonda paraoksankerbosulfan’a maruz birakgtar
ve in vitro CaE ile AChE inhibisyon kinetiklerini camislardir. iki tirin AChE
aktivitelerini oldukca yakindan gkili bulmuslardir. ATC substrati ve 0,1 M fosfat
tamponu pH 8,0 kullanilarak 37 °C’de 30 dak inkijlmes sonrasi 412 nm'de 5 dak
suresince takip edilen AChE aktivitelerinde iki bagin sirasiylak, 0,24 ve 0,23 mM,
Vmax ise 0.17 ve 0,16 Optik gonluk/mg protein/30 dak bulmglardir. ATC substrati
icin 15uM’dan 6 mM’a kadar 5 farkli konsantrasyon denenwe 1x10° M ile 1x10°
M arasindaki farkli konsantrasyonlarda paraokson kaebosulfan’in inhibisyonu
calsiimistir (Cheng vd 2004). Benzer bir gahada ise yind.. bostrychophilave L.
entomophilabdceklerini alti farkli konsantrasyonda diklorvostearuz birakmiar ve
CaE ile AChE inhibisyon kinetiklerini ¢gmislardir. 1,5 mM ATC substrati, 1 mM
DTNB ve 0,1 M fosfat tamponu pH 8,0 kullanilarak 3Z2’de 30 dak inkiibasyon
sonras! 412 nm'de 5 dak siresince takip edilen A@ktvitelerinde iki canli igin
sirasiylaKm 0,24 ve 0,23 mMYmaxise 0.17 ve 0,16 Optik gonluk/mg protein/30 dak
bulmulardir. 15uM’dan 6 mM’a kadar 5 farkli konsantrasyonda ATswati icin
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1x10° M ile 1x10° M arasindaki farkli konsantrasyonlarda diklorvasiohibisyonunu

calismiglardir. L. bostrychophilaCaE aktivitesiL. entomophilgya oranla daha duyarl,
diklorvos’a maruz birakilah. bostrychophila(325 nM)bireylerinde AChE aktivitesi,
L. entomophila612 nM)bireylerine oranla 5,8 kat daha hassas bulytwniWang vd

2004).

Kristoff vd (2006) yap#il ¢alsmada, gastropo8iophalaria glabratave oligoket
Lumbriculus variegatubireylerinde ChE karakterizasyonu ve OP pest®itfas-metil
ile indiklenen ChE aktivitesi inhibisyonun derecésibazi biyokimyasal 6zellikleri
calismislardir. Salyangozlarn 0,05; 0,5; 2,5; 5; 10 ve 1&/lmkurtlar ise 0,001; 0,004;
0,005; 0,006; 0,0075; 0,01 ve 0,25 mg/lt pestisitdantrasyonlarina maruz biraklar
ve ChE inhibisyonunu agarmislardir. Reaksiyon ortamina 100 mM fosfat tamponu
pH 8; 0,2 mM DTNB ve 0,75 mM ATC/1,5 mM BTC eklengtmi. Her iki canlida da
yuksek enzimatik aktivite ATC substratinda gozlegtmi Biophalaria glabratada
ATC substrati ile supernatant ve pelet fraksiyankda ylsek aktivite gozlenirken BTC
substrati ile her iki fraksiyonda da oldukcasiaki aktivite gozlenmitir. Lumbriculus
variegatuda iseBiophalaria glabratéya oranla her iki substratla iki fraksiyonda (ATC
substrati ile supernatantta 6, pelette 20 kat WIKSBE aktivitesi) da daha yiksek
aktivite gozlenmytir. Sonugc olarak iki invertebrat tirl arasindaiemtipi, subselular
lokasyonu ve ChE aktiviteleri bakimindan farkliakl bulunmgtur. iki invertebrat
turinde de 24 ve 48 sa’'lin vivo azinfos-metil maruziyetinde ChE inhibisyonu
gozlenmgtir. 72 ve 96 sa’lik maruziyetlerde ise 48 sa’'likaraziyetteki inhibisyona

oranla anlamli bir fark gézlenmestir.

Azinfos-metil direncli elma gutvesCydia pomonella(L.) ile yapilan cakmada
aldikarb, pirimikarb, dekametonyum, edrofonyum vetudokunarin gibi AChE
inhibitorleri potasyum fosfat tamponunda ¢ozulered&ibaril, paraokson, klorfiyrifos-
okson ve azinfos-metil-okson ise etanolde co6zilleeslkzim homojenatini, fosfat
tamponu ve DTNB iceren kamm ile 4 °C’de 20 dak inklibe etgiér ve ATC, PTC ve
BTC substratlarinin ilavesi ile enzimatik reaksiyaakip etmglerdir. Azinfos-metil'e
direncli ve hassas turlerle yapilan galada, ATC substrati icin hassas bireylekge
0,5 mM, Vinax 159,8; direncli bireylerde isé, 0,9 mM, Vnax 106; PTC substrati igin
hassas bireylerd&, 0,9 mM, Vnax 136,6; direncli bireylerde is&n, 1,3, Vimax 79,9

olarak bulunmgtur. ATC ve PTC substratlari igin azinfos-metil'gethgli tlrlerdeKy,
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ve Vmax degerleri hassas tirlere oranla daha yuksek bulgrimda direncli béceklerde
AChE’In substratina daha gik afinitesi oldgunu gostermiir. AChE aktivitesi 10
mM’in Uzerindeki substrat konsantrasyonunda ATCssalti ile inhibisyona grarken
PTC substrati ile bir inhibisyon gozlemeferdir. BTC substrati ise elma givesi
AChE’1 ile guclukle hidrolize olmgtur. OP direncli ve hassas tirlerdesite
inhibitorlerle inhibisyonda bir farklihk gozlenmasgtir. Hassas ve direncli bireyler icin
ki degerleri sirasiyla, klorfiyrifos icin 2,5-3,9x¥0M™ min™, azinfos-metil-okson icin
1,4-2,4x10 M™* min, paraokson icin 7,7-8,1xi®™ min™, karbaril iginki 37-40x10’
M™ min?, primikarb icin 2,3-4,9x10 M™ min™, aldikarb icin 45-36x10 M™* min™,
edrofonyum icin 5,5-4,8xI0M™ min™, dekametonyum icin 38-38xIM™ min™ve d-
tubokunarin icin 450-480x10M™ min™® bulunmutur. Tum inhibitorlerde kompetatif
inhibisyon gozlendii bildirilmi stir (Reuveny ve Cohen 2004).

Rao vd (2003) yapll calsmada toprak solucarkisenia foetida24 ve 48 sa
0,0158; 0,0317; 0,0476; 0,0634 ve 0,07@@cnT konsantrasyonlarinda klorfiyrifos'a
maruz birakilmy ve AChE aktiviteleri saptangtir. Klorfiyrifos’'un konsantrasyon
bagimh oldugu ve artan pestisit konsantrasyonlarinda hayatenkaizdesinin azalgh
goralmistir. AChE aktivitesi 12, 24, 36 ve 48 sa maruzgetirasiyla %60, %79, %85
ve %91 artan inhibisyon gozlergtir. Ayrica Eisenia foetidala K, ATC substrati ile
0,228 MM VeVnax 0,025 olarak bulunmtur. Klorfiyrifos ile inhibisyonda kompetatif
inhibisyon gozlennsiir.

Palaemon serratusgozlerinden elde edilen saftallmis numunelerin  ChE
akiviteleri icin enzim kayn& olarak kullanildgl calsmada ATC, PTC, BTC ve
ABMTC substratlari kullanilarak karbamat ve OP pébktisn (klorfiyrifos-okson,
triazofus-okson, paraokson-metil, paraokson-etiklodvos, malaokson, eserinsiilfat,
karbofuran, propoksur ve karbariin vitro inhibisyonlarini cakmiglardir. ChE
aktivitesinin, ATC>AMTC>PTC old@gunu, BTC'nin ise hidrolize edilmegini ve
ATC ile ABMTC’de yuksek konsantrasyonlarda enzimatik inhibisygdzlendiini
bildirmislerdir (Frasco vd 2006).

Srinivas vd (2004) yagh calsmada, tarla trinlerinden toplanan gtive larvalarinin
(Helicoverpa armigerp sipermetrin, fenvalerat, endosulfan, monokrotofes
kuinolfos’a direncliliklerini test etmglerdir. Hassas bdceklerin %99’unu 6ldurecek

pestisit dozlarina maruz birakilan larvalarda haykalan direncli soylar saptangrve
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hayatta kalanlarin yiksek mevsimsel averaj yuzdeberetroid insektisit fenvalerat'ta
%65 ve sipermetrin'de %62,4 olarak kaydedsghini Direncli larvalarda AChE
monokrotofos ve metil-paraokson’da daha duyarluboiutur. Ayrica dlgllen esteraz,
fosfataz ve paraokson hidrolaz aktiviteleri hassadara oranla direncli soylarda daha

yuksek bulunmgtur.

Kirmizi bataklik kerevitiProcambarus clarkiiile yapilan bir cakmada canlinin
yasam alanini pestisit fenitrotiyon ile muamele ediinvie muamele 6ncesi AChE
aktivitesi 9,4 nmol dakmg*protein olarak bulunurken muamele sonrasi 4,2 rdakt
mg™ protein bulunmg ve AChE inhibisyonu goézlengiir. Sonuc olarak AChE’In
pestisit maruziyeti icin bir biyomarkor olarak kailabilecgi saptanmgtir (Porte ve
Escartin 1997).

0,17; 0,61; 95 pg/lt ve 6,2; 2,9; 27 ug/lt diklosy paratiyon ve aldikarb’a maruz
birakilan Daphnia magnave Chironomus ripariushireyleri ile yapilan ¢ajmada da
kontrollere oranla ChE inhibisyonu saptalamdir. Daphnia magnave Chironomus
riparius ile yapilan 24 saatlik akut cefnalarda anti-ChE bik&klerin (diklorvos,
paratiyon ve aldikarb) ChE aktivitesini dozgoali bir sekilde azalttg bildirilmi stir.
EGCso degerleri Daphnia magnaigin paratiyon'’da %98,9, diklorvos'ta %75,5,
aldikarb’da %77,9 bulunurkenChironomus riparius icin paratiyon’da %84,
diklorvos'ta %77-83, aldikarb’da %53 bulungtur (Sturm ve Hansen 1999). Belden
ve Lydy (2001) yap@n calsmada, Chironomus tentandarvalarini OP insektisit
klorfiyrifos ile herbisit atrazin’e ve bunlarin kdsmasyonuna maruz birakgtardir.
Atrazin tek baina AChE aktivitesini rediklemezken atrazin-kloriigs
kombinasyonunda yalniz klorfiyrifos’a maruz biraklara oranla daha yliksek
inhibisyon gozlenylerdir. Benzer sonuglarin elde edgdmalatiyon ve metil-paratiyon
icin istatistiksel acidan bir farkhlik bulunmagtr. Kheir vd (2001) iseChironomus
piparius bireylerini permetrin, ¢inko, pirimifos-metil venldan’a maruz birakrgiar, 24
sa ve 48 sa'lik pirimifos-metil maruziyetinde AChhibisyonu goézlerken permetrin
ve ¢inko'ya maruz birakilanlarda bir etki saptamgandir. 24 ve 48 sa’lik bireylerde 1
ve 5 pug/g pirimifos-metil konsantrasyonlarinda yuksek AChinhibisyonu
goOzlemilerdir. Detra ve Collins (1991) ve lbrahim vd (19@8g6re OP’lar AChE
inhibitéradur veC. ripariusta kolinesteraz aktivitesini inhibe edebilmektedityrica

24 sa lindan’a maruz birakilan larvalarda AChE \aldsinde onemli farkhhklar
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bulunmutur. Fakat lindan’in spesifik bir kolinesteraz ibitdrii olmamasi nedeniyle
inhibisyon monotonik bulunmagwve 5ug/g’lik yiksek konsantrasyonda anlamli bir
inhibisyon gozlenmengiir. 48 ve 96 saat 0, 5, 10 ve 50 ng/g OP insektismifos-
metil’e maruz birakilarChironomus ripariudarvalarindan, 50 ng/g insektisite maruz
birakilan larvalar 48 sa icinde oOlsive farkli konsantrasyonlarda primifos-metil’e
maruz birakilan bireylerde AChE aktivitelerinde gék derecede anlamli farklilik
bulumwlardir. 10 ng/g insektisite maruz birakilan larvdia AChE aktivitesi
reduklenmgtir (Crane vd 2002). Callaghan vd (2002) yaptalsmada yine 48, 72 ve
96 sa sureyle 3, 12 ve 22 °C’de 0; 0,1; 1 veud@0t primifos-metil’e maruz birakilan
Chironomus ripariudarvalarinda AChE ile GST aktivitelerini ol¢rglérdir. Maruziyet
suresi, sicaklik ve pestisit konsantrasyonlari 1ades anlamli  bir etkilgm
bulunmutur. Kontrol ve 0,1ug/lt primifos-metil'’e maruz birakilan bireylerde lamli
bir farklihk bulunmamgtir.

Iki hafta surresince farkli konsantrasyonlarda diazia maruz birakilan Isopod
Porcellio scaberile yapilan ¢caimada, AChE aktivitesinin juvenil bireylerde /g
diazinonda inhibe oldiu, yetiskin bireylerde ise 5@g/g deerinin altindaki diazinon
konsantrasyonunda inhibisyonagramadgi bulunmutur. iki haftalik maruziyet
sonucunda 10Qg/g diazinon konsantrasyonunda enzim aktivitesipuatein icergi

reduklenmg ve artan 6lum gozlensiir (Stanek vd 2006).

Yi vd (2006) yaptgl calsmada, erkek ve gii Carassius auratubireyleri metomil,
tiyodikarb, karbofuran ve karbosulfan insektisiter maruz birakilarak AChE inhibitor
etkilerini calsmislardir. ki degerleri metomil, tiyodikarb, karbofuran ve karbosurf
icin sirasiyla 1,03; 2,44; 1,03 ve 1,106 olarakubudwtur. Sadece karbosulfan icin
AChE dekarbamilasyon hizi erkek bireylere oranlgiledtide anlamli olarak yuksek
bulunmytur. Buna gore dilerde karbosulfan tarafindan AChE inhibisyonu é&rke
baliklara oranla daha hizli giderilebilmektedir.n8¢ olarak diilerde karbamatlara

karsi AChE hassasiyeti erkek baliklara oranla oldulagélf bulunmgtur.

Sturm vd (1999), Cajaraville vd (2000) ve De lareof2002) yapgi calsmalarda,
baliklarda AChE’In deniz ve tath su ekosistemlgrimsektisitlerce kontaminasyonun
izlenmesinde yararh olgw bulunmutur (Yi vd 2006). Farkl balik ttrlerinde AChE’In
OP’lara spesifik aktivitesi ve sensitivitesininsiglik gosterdigi saptanmytir (Li ve
Fan 1996, Chuiko 2000, Chuiko vd 2003, Eder vd 2@a Filho vd 2004, Yi vd
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2006). Wheelock vd (2005) yaptibir calsmada, AChE aktivitesi OP ve karbamat
maruziyetinde bir biyomarkor olarak izlergtii. Sinuk som balgi Oncorhynchus
tshawytschguvenil bireyler Kklorfiyrifos ve esfenvalerat'a mer birakilmg ve CaE,
AChE ativiteleri ile CYP1A protein seviyeleri Olgalstir. AChE aktivite
Olcimlerinde 0,32 mM DTNB ve 2 mM ATC son konsasyanlari kullanilmgtir. 7,3
pg/lt klorfiyrifos’a maruz birakilan bireylerde beyve kas dokusunda %85 ve %90
AChE inhibisyonu saptanirken esfenvalerat'ta higiki bulunmartir.

Kousba vd (2004) yagh calsmada, erkek Sprague-Dawley ratlarinda klorfiyrifos-
okson ve paraokson’in inhibisyon dinamiklerini gadislardir. Elde edilen beyin
fraksiyonlart %50 inhibitér konsantrasyonlari Upeen klorfiyrifos-okson ve
paraokson ile inkibe edilgi 1 pM klorfiyrifos-okson ve paraokson
konsantrasyonlarinda total beyin AChE aktivitest 3a inkiibasyon sonucu sirasiyla
%30 ve %40 inhibisyon gozlengtr. Rat beyin AChE aktivitesi yiksek okson
konsantrasyonu ile inkibasyonda Klorfiyrifos-oksqmaraokson’dan dahan vitro
inhibisyon go6stermstir. DUsik okson konsantrasyonlarinda klorfiyrifos-okson ve
paraokson igirki deserleri nM okson konsantrasyonlari ile inkibasyomedtde edilen
degerlere oranla 10-15 kat farklilik gostetdbulunmutur. AChE inhibisyonunun OP
bilesiklerin toksisitesinin bir gostergesi olguna dair yapilan bir ¢amada, denek
hayvanlari rat, tagan, mice ve insan olmayan primatlar kullanilaraknan, siklosarin,
tabun, paraokson gibi OP hiiklerin in vivo letal etkileri ve inhibisyon varyasyonlari
calsiimistir. Calsilan canlilar arasinda AChE inhibisyon duzeylerinidekliliklar
bulunmy fakat bunun bgka mekanizmalardan kaynaklanabilgicebelirtilmistir
(Maxwell vd 2006).

Sonug olarak, yapilan cginalarda organofosfatli ve karbamatl insektisitiethE
aktivitelerini yiksek seviyelerde inhibe gttive uygun biyomarkdr organizmalarin
kullanimi ile ChE aktivitelerinin, akutik alanlaripestisitlerce kontaminasyonunun

tesbitinde bir biyomarkoér olarak kullanilabilglibildirilmi stir.

1.3. Sitokrom P450 ve CYP1A1

Artan cevre kirlilgi ile birlikte, cevresel kirleticilerin tim canlirganizmalarda
bulunan sitokrom P450 panli monooksijenazlar tarafindan metabolize ediimies

ilgili calismalar buyidk 6nem kazanghr. Sitokrom P450 monooksijenazlar; ilaclar,
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cevresel Kkirleticileri iceren kimyasallar, polisikkl aromatik hidrokarbonlar gibi
karsinojenler ve pestisitler gibi ekzojenik maddielenetabolizmasinda ilgili olan bir
hemprotein super ailesidir (Nelson vd 1996, Cramptd 1999, Bylund vd 2001, Cui
ve Strobel 2002, Ranson vd 2002).gGolukla toksik bilgiklerin detoksifikasyonunu
baslatan Sitokrom P450, yapisal olarak farkli organiksenobiyotiklerin
metabolizmasinda ana rol oynamaktadir (DiGuiuliol@®5, Sturm ve Hansen 1999).
Mikrozomal monooksijenazlara @la sitokrom P450ler ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu ile ilgili en dnemli enzim sistemwliarak gosterilmektedir ve géi
cevresel kirleticilere maruz kalan bireylerde sple$?450 izozimleri artmaktadir (Scott
1999, Londofio vd 2004).

Bocek P450’leri hormonlar, gaasitleri ve steroidler gibi endojenik kbjlklerin
seviyelerinin dizenlenmesinde offlu kadar pestisitler gibi ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda da o©nemlidirler (Scott 1999ndofio vd 2004). P450
enzimleri bécek blyimesi, gglni ve tremesinde dnemli olan juvenil hormonlaren v
steroidlerin biyosentetik yollarinda da bulunmalktid (Feyereisen 1999, Londofio vd
2004). Bu enzimlerle katalize edilen shea reaksiyonlar; alifatik ve aromatik
hidroksilasyon, epoksidasyon, N-,S-,0- dealkilasysleminasyon ve deaminasyondur
(Hodgson vd 1993).

Sitokrom P450 monooksijenazlari iceren Kefonksiyonlu oksidazlar (MFO) OP
ve piretroidler ile birbirini etkileyen bir enzimiperailesini kapsamaktadir (Poet vd
2003, Casida ve Quistad 2004, Wheelock vd 2005)la©mPalikta kirlilik biyomarkor
enzimi olarak kullanilan CYP1A'yl iceren CYP aktesini de baskilamaktadirlar
(Flammarion vd 1998, Wheelock vd 2005). Organofitsfa kasin, piretroidlerin
metabolizmasi bir detoksifikasyon prosesidir (Casie¢ Quistad 1995, Wheelock vd
2005). Artan CYP aktivitesi bdceklerin piretroidterdirencliliginde onemli  bir
mekanizmadir (Scott 1999). Malatiyon gibi fosfotgtat’lar ya da klorfiyrifos ve
metil-paratiyon gibi  fosforotiyoat’lar sitokrom B@ baimli monooksijenazlar
(sulfoksidasyon) tarafindan biyoaktive edilirler va@usan okson anoku daha
potansiyel AChE inhibitéridir (Chambers 1992). Yalka CYP aktivitesi bdceklerin
esfenvalerat’l iceren piretroidlere direnclilik nagkzmasinda 6énemlidir (Scott 1999,
Wheelock vd 2005). CYP’leri baskiladiklari bildeit OP’lardan farkli olarak
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esfenvalerat’l da iceren piretroidlerin bazi CYBfamlarini dgistirmeleri gibi ¢aitli
etkileri bulunmaktadir (Barry vd 1995, Wheelock2@D5).

Sitokrom P450’ler arasinda sitokrom P4501A biyoaddiyonda dnemli rol oynar.
Baliklarda sitokrom P4501A proteini karsinojenlerirbiyoaktivasyonu ve
metabolizmasindaki rollerinden (Gelboin 1980, Cgnni982, Stegeman 1995),
cevresel kirlilik icin biyomarkér olarak kullaniimaotansiyellerinden (Payne vd 1987,
Goksoyr ve Forlin 1992, Aring vd 2000) dolay! olgakgerg bir sekilde calgiimistir.
3-MC, B(a)P, TCDD, PCB, PAH ve gir halojenli bilgikler sitokrom P4501A%1’in
guclu indukleyicileri olarak bilinmektedir (Kiriklklan 2004). Fakat bocek sitokrom
P450’leri katalizledikleri reaksiyonlar ve reaksifarin model indukleyicileri
bakimindan vertebratlardaki benzerlerinden farkhdi Vertebrat P4501 indukleyicisi,
bdceklerde etkili daldir. Fakat birgok memeli P450 Il ve IV geni indékicisi bocek
P450’lerini de induiklemektedir (Ronis ve Hodgsoi83.9Sturm ve Hansen 1999).

Pestisitler ya da PAH’lar gibi ksenobiyotiklere marbirakilan cgtli canlilarla
yapillan cajmalarda sitokrom P450 konsantrasyonlarinda ve ERfRfvitelerinde
indiiksiyon  gozlenngtir.  Ornesin,  yiyecekleriyle benzo(a)piren ya da
poliklorlubifenillere maruz birakilan poliketNereis virenderde sitokrom P450
konsantrasyonlarinda kontrollere oranla 2 kats agtizlenmgtir (Lee 1981). Benzer
sekilde, petrolle ikinci derece KkirletilmiN. virenderde etoksirezorufinO-deetilaz
aktivitesi calgilmis ve referans kurtlara oranla yuksek aktivite bulugtor (Reily vd
1992). Kirmizi bataklhk kerevitProcambarus clarkiiile yapilan bir cafmada, alan
pestisit fenitrotiyon ile muamele edilgnmuamele dncesi EROD aktivitesi 0,68 + 0,58
pmol dak' mg* protein olarak saptanirken muamele sonrasi 2,283 pmol dak mg
! protein olarak saptanstr (Porte ve Escartin 1997). Yine ¢sa bir calsmada,
Daphnia magnase Chironomus ripariusbireyleri sirayla 0,17; 0,61; 95 ug/lt ve 6,2;
2,9; 27 pg/lt dichlorvos, parathion ve aldikarb’@amme birakilmy bireylerde EROD,
MROD ve ECOD aktiviteleri Daphnia magnala saptanamazkerC. riparius
bireylerinde kontrollere oranla EROD, MROD ve ECGQiRtiviteleri saptannstir.
Paratiyon’un sitokrom P450 gemh enzimler tzerine bir etkisi saptanamegimi(Sturm
ve Hansen 1999)Chironomus ripariusbireylerinde sitokrom P450 aktivitesinin
etoksiresorufind-deetilaz (EROD) kullanilarak olculgi baka bir calgmada ise
larvalar fenobarbitol (0,5 ve 1,0 mM) ve permeteir{l ve 10 pg/g) maruz birakikmi
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ve her iki kimyasalindaC. riparius larvalarinda EROD aktivitesini induklei
bulunmutur. Elde edilen sonucla€. riparius bireylerinde EROD aktivitesinin tath su
kirlili ginin belirlenmesinde uygun biyomarkérlarin eklenmés tespit edilebilecgini
gOstermgtir (Fisher vd 2003).

Achazi vd (1998) yaphi calsmada, Eisenia fetidave Enchytraeus crypticus
sitokrom P450 monooksijenaz aktiviteleri etoksi€enfpksi- ve benzoksirezorufin
substratlar kullanilarak analiz edilgtit. E. fetida pentoksirezorufin aktivitesi 0,26-
1,05 pmol/dak/mg protein, benzoksirezorufin akésit ise 0,14-0,30 pmol/dak/mg
protein olarak olculmgitr. 4 hafta siresince 100 mg floranten ve benpof)
(BaP)'e maruz birakilan canlilarda monooksijenativaklerinde anlamh dgsiklik
g6zlenmemitir. E. crypticus EROD aktivitesi ise 2,10-6,18 pmol/dak/mg protein,
pentoksirezorufin aktivitesi ise 1,75-4,78 pmol/btag protein olarak ol¢ulmiir. BaP
maruziyetinde EROD aktivitesinde %45 indiksiyon lgizken pentoksirezorufin
aktivitesinde go6zlenmestir. Saflastirilmis mikrozomal proteinlerle yapilan SDS-
PAGE ve Perca fluviatili CYP1A antikoru kullanilarak yapilan immunokimyhsa
analizlerde sinyal goOzlengtir. Wheelock vd (2005) yagh bir calsmada, AChE
aktivitesi OP ve karbamat maruziyetinde bir biyokdarolarak izlenmy, som balg
Oncorhynchus tshawytschpuvenil bireyler Klorfiyrifos ve esfenvalerata mar
birakilmg ve Cak, AChE ativiteleri ve CYP1A protein seviyel@culmistar. CYP1A
protein seviyelerinde yuksek dozda klorfiyrifos%s30 arty gorulirken esfenvalerat'ta
bir etki saptanmangtir.

Sonu¢ olarak, yapilan cetnalarda sitokrom P450 pemli monooksijenazlarin
invertebratlarda organofosfatli ve piretroidli iksitlere direnclilikte rol oynagi ve
bu ksenobiyotiklere maruz kalan bireylerde sitokr&#50 indiksiyonun gozlergli
bildirilmi stir. Ayrica CYP1A1 indukleyicisi PCB gibi ksenobitjklere maruz kalan
bireylerde saptanan EROD aktivitelerinde desaytizlendgi bildirilmi stir.

1.4. Calismanin Amaci

Calismalarimizda kullanilarLimnodrilus profundicolaoligoketleri, tath sularda,
sediment icinde, B&rn camura gomuilu olarak yayan ve sediment Uzerinden
beslenen, bu nedenle burada biriken Kkirleticilerarum kalan, kirlilge duyarsiz

olmayan ama diren¢ kazanabilen kozmopolit bir téir@ircok akuatik canlinin énemli
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besin kaynaklarindan biridir. Sediment icindesaraa yeteng, onlari sedimentten
adsorblayabilegg toksikantlar icin iyi birer biyolojik indikator kar ve sularda organik

kirlili gin tespitinde kullanilan bir biyoindikator organiachr (WEB_2).

Calismalarimizda kullanilanL. profundicola oligoketleri, Denizli ili smnirlari
icerisinde kalan Buyuk Menderes Nehri'nin dnemii kolu olan Curiksu Cayr’ndan
toplanmstir. Ozellikle endistriyel ve tarimsal kirleticiiemaruziyet yoniinden organik
kirlilik derecesine ve canlilarin ortamda bulunktarina goére dc¢ farkl istasyon
belirlenmsgtir. En az kirlilik derecesine sahip olg disiinilen Sgma istasyonundan
toplananL. profundicolabireylerinde sitozolik kolinesteraz aktivitesi AT®TC ve
BTC substatlar kullanilarak karakterize editimi Elde edilen optimum pH, sicaklik,
protein ve substrat konsantrasyonlari kullanila@kE aktivitesi Uzerinein vitro
paraokson-metil (bir OP isektisit olan metil-payati’’'un okson metaboliti) inhibisyonu
calsiimistir. Guzelkdy, Korucuk ve §ma istasyonlarindan toplanan profundicola
bireylerinde sitozolik ChE aktiviteleri ve mikrozai EROD aktiviteleri sirasiyla
spektrofotometrik ve florometrik olarak tespit ewiftir. Korucuk istasyonundan
toplanan canllar laboratuvar ortaminda deltametmnmetil-paratiyon ve metomil
insektisitleri ile petrol rafinerisinden temin esll atik camur ve atik su ile muamele
edilmis ve maruziyet sonunda sitozolik ChE ve mikrozomRIOD aktivite dgisimleri
tespit edilmgtir. Ayrica yapilan SDS-poliakrilamid jel elektrafzi ve Western blot
analizleri ile L. profundicola oligoketlerinde CYP1Al1 ve CYP4A vagh tespit
edilmeye cakilmistir. Calsmalarimizda.. profundicolaoligoketlerinde sitozolik ChE
aktivitesi ATC, PTC ve BTC substratlari kullanilerikarakterizasyonu yapilgive L.

profundicola oliketlerinde ChE ve EROD aktivitelerinin tath skkirlili ginin
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyaller
2.1.1. Deney hayvani

Limnodrilus profundicolaAnnelida filumunun Oligochaeta alt sinifina aittir.

profundicold nin sistemagii ve genel goringii Tablo 2.1 vesekil 2.1'de verilmgtir.

Tatll sularda, sediment icinde gber1 camura gémullu olarak yayan ve sediment
Uzerinden beslenen, bu nedenle substratla maksikamntgzl kuran endobentik bir
turdur (Egeler vd 1999). Tum maruziyet yollari Imganizmalarda biyoakiimulasyona
neden olur (Reynoldson vd 1987, Egeler vd 1999).

Tablo 2.1Limnodrilus profundicolanin sistematgi

Superalem ‘Eucaryota

Alem ‘Animalia

Filum :Annelida

Sinif Clitellata

Alt sinif :Oligochaeta

Takim :Haplotaxida

Alttakim : Tubificina

Aile Tubificidae

Cins Limnodrilus

Tar :Limnodrilus profundicolgVerril, 1871)
Yayilis ‘Ozellikle 11l ve IV. Kalite Tatli Sular

Kirlili ge duyarsiz olmayan ama direnglilik kazanabilen kogatit bir tirdir. Hem
temiz hem de oldukga kirli sularda bulunur. Geitdli kirletilmis bir ortamdan son
olarak elenir ve geni cesitlilikteki cevresel kagullara adapte olabilir. Ekolojik

calismalarda test organizma ve Kkirlilik biyoindikatorilaak sikhikla kullanilir
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(WEB_2). Ayrica bu kozmopolitan akuatik oligoketldaboratuarda kolaylikla
kaltarlerinin yapiimasi ile bilinmektedirler (Kendg 1966, Kosiorek 1974, Reynoldson
vd 1991, Egeler vd 1999).

Sekil 2.1 Limnodrilus profundicola

2.1.2. Kulanilan kimyasallar

Akrilamit (A-3553), e-amino kaproik asiteACA; A-2504), amonyum perstilfat
(APS; A-3678), asetil tiyokolin klorit (ATC; A-5636 5-bromo-4-kloro-3-indol fosfat
(BCIP; B-6149), siir serum albumin (BSA; A7906), butile hidroksi telu (BHT; B-
1378), butiril tiyokolin klorit (BTC; B-3128), bronfenol mavisi (B-0126), 3-[(3-
kolamidopropil) dimetilamino]-1-propan-sulfat (CH&PC-3023), kolik asit (C-1254),
deoksikolik asit (D-6750), 5, 5'-ditiyobis 2-nitrebzoik asit (3, 3'-6) (DTNB; D-8130),
etilen diamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDEAS134), Folin reaktifi (F-9252),
glisin (G-7126), Brij 35 (P-1254), N, N'-metilensbakrilamid (BIS; M-7256),3-
nikotinamid adenin dindkleotid fosfaB-NADPH; N-7505), nitro blue tetrazolyum
(NBT; N-6876), fenil metan sulfonil florid (PMSF:R626), propiyonil tiyokolin klorit
(PTC; P-2755), sodyum potasyum tartarat (S-237%i8),(T-1378), polietilen sorbiton
monolaurat (Tween 20; P-1379), N,N,N',N'-tetraneetildiamin (TEMED; T-8133),
Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, U8&) elde edilmijtir.
Aliminyum klortr (06230), bakir (1) klortr (12826bakir stlfat pentahidrat (61240),
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civa (Il) klorir (83355), coomassie pirlanta mavRi250 (27816), cinko klorur
(96468), N,N-dimetil formamid (40225), Absolute Bth (32221), fosforilaz b
(79700), gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (4983Qliserin (15524), izobutanol
(19460), izopropil alkol (24137), kadmiyum klortronohidrat (11709), katalaz
(60630), kobalt (1) klorir hegza hidrat (17739)etanol (34860)-merkaptoetanol
(63690), Paraokson-metil (46192), potasyum klor6@1@9), sitokrom c (30400),
sodyum karbonat (31432), sodyum klorir (13423% (83742), yumurta albumini
(05438), Fluka Chemie (GmbH Industrie Strasse 2598HL Buchs/Switzerland)’'den
elde edilmgtir. Dietanolamin (DEA; 8.03116), hidroklorik agiit.00314), potasyum
monohidrojen fosfat (1.05101), potasyum dihidrojesfat (1.04873), sodyum dodesil
sulfat (SDS; 13460), Triton X-100 (11869) E. Mer@xarmstadt, Germany)’'den elde
edilmistir. Kullanilan dger tum kimyasallar mimkim olan en yiksek dizeydsitan

saflikta elde edilmgtir. Metil- paratiyon, metomil ve deltametrin insektisitleri

kullaniimistir.

2.2. Metotlar
2.2.1. Canlilarin temini

Denizli ili sinirlari icersindeki Buyuk Menderes Né&ne karsan Curiksu Cayi
endistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu kirletiktedir. Ozellikle, endiistriyel ve
tarimsal kirleticilere maruziyet yoninden organiklilkk derecesine gére uc farkh
istasyon belirlenngtir. BelirlenenL. profundicolatoplama istasyonlargekil 2.2'de
verilmistir. Belirlenen istasyonlardan 2005-2006 bahar ae gylarinda ayda bir olmak
Uzere 8 kez numune toplarytm.

Calismada kullanilanL. profundicola oligoketleri Curiksu Cayrnin Guzelkdy,
Korucuk ve Sgma mevkilerinden gamurdan eleme ile canh olardéaiendi. Canlilar,
yasam alanlari olan nehir suyu ile olabiidice camurdan elenerek nehir suyu iceren
kaplara aktarildi ve bu kaplar @ducu icerisine alinarak catna alanindan
olabildigince cabuk Denizli'deki Universitemiz laboratuargetirildi. Hala yagamakta
olan canlilar nehir suyundan ve bulunabilecek kalttrden arindirilarak 9’ar gramlik
olacak sekilde tartildi ve aliminyum folyolara sarilarakketlenen paketler -80 °C
Nuéire (Nuaire Ultralow Freezer NU-6382E 2100 Feook lane Ploymouth, MN
55447) derin dondurucuya kaldirildi.
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Sekil 2.2 Curuksu Cay! Uzerindeli. profundicolatoplama istasyonlaril(, 2. ve 3.
sirasl ile istasyonlari gostermektedir).

2.2.2. Canllarin sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarinin hazirlanmasi

Laboratuarda daha oncedegirbklar tartilan etiketli aliminyum folyolara séar
canhlar -80 °C Nuéire (Nudire Ultralow Freezer MBB2E 2100 Fernbrook lane
Ploymouth, MN 55447) derin dondurucudan cikarthkabemen buz tzerine alindi.
Bundan sonraki buttnslemler buz Gzerinde gercekteildi. Canlilar, daha 6énceden
tartilarak hazirlanagekilde toplu olarak homojenize edildi.g/kliklari tartilan canli
gruplarina 3 mM EDTA pH 7,8; 50 mM Tris-HCI pH 7,8,5 mM PMSF; 0,3 mM-
ACA; 0,15 mM BHT; %10 gliserol ve %0,15 Triton X-QG¢eren homojenizasyon
cOzeltisi eklenerek buz icine oturtulgwuolan Potter-Elvehjem cam-teflon
homojenizatérde homojenizasyateimi uygulandi. Homojenizator tiptine alinan canli
agirhginin 3 kati homojenizasyon c¢ozeltisi eklendi. Hoemizasyon glemi teflon

tokmak cam tip icinde 5 kezagl-yukari sekilde hareket ettirilerek ve dakikada 2600
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donis yapacaksekilde cevrilerek gercelkgérildi. Teflon cubigun dondurilmesislemi
matkap (Skil 6375-Konijnenberg 60-Breda-Netherlarslanilarak yapildi.

Fraksiyon eldesi caimalari bolim laboratuarimizda optimize edidmolan
Shenkman ve Cinti (1978) metodu ile yapildi. Elddilemm homojenat, hicresel
kalintilari uzaklatirmak tzere Hermle Z323K (220.80.V03 rotor, Hertddortechnik
GmbH Gosheimer Str. 56 D-78564 Wehingen, Germamggduteali santriflj
kullanilarak 700 g de 10 dakika santrifij edildi. SUpernatant ciftlkateril sargi
bezinden sizilerek peletten aurnldi ve supernatant 1200Qy>de 25 dakika tekrar
santrifij edildi. Elde edilen fraksiyonda peletlditi sipernatant ise hacminin 0,5 kati
soguk 0,16 M CaCl eklenmesi ile 20000gxde 75 dakika santriftij edildi. Sivi sitozol
kismi eppendorf tiplerssie hacimlerde konularak etiketlendi ve -80 °C NediNudaire
Ultralow Freezer NU-6382E 2100 Fernbrook lane Ployth, MN 55447) derin
dondurucuda saklandi. Kalan mikrozomal pelegugohomojenizasyon c¢ozeltisi ile
yikanarak 20000 xde 75 dakika tekrar santriftj edildi. Cikan stUpgamt dokulerek
pelete bgangi¢c canh girliginin 0,5 kati sguk siispansiyon tamponu (2 mL 100 mM
EDTA pH 7,5; 10 mL gliserin; 90 mL distile su) ekidi ve elle homojenize edilip
eppendorf tipleresé¢ hacimlerde konularak -80 °C Nudire (Nuaire Utiva Freezer
NU-6382E 2100 Fernbrook lane Ploymouth, MN 5544&fjrddondurucuda saklandi.

2.2.3. Protein miktarinin tayini

Sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein ka@mdrasyonlari Folin Phenol

Reagent kullanilarak Lowry vd (1951)’e gore yapild
2.2.4. L. profundicola sitozolik kolinesteraz aktivite tayini

L. profundicola sitozolik kolinesteraz (ChE) karakterizasyonu \igivite tayini
asetiltiyokolin (ATC), propiyoniltiyokolin (PTC) véutiriltiyokolin (BTC) substratlari
kullanilarak gercekkgirildi.

2.2.4.1. Asetiltiyokolin (ATC) aktivitesi

HazirlananL. profundicolasitozollerinde ChE aktivitesi ATC substrati kuliamak
Ellman vd (1961) tarafindan 6nerilen spektrofotaikenetotla tayin edildi. DTNB ve
ATC her calymada taze olarak hazirlandi. Ellman metodu, ACh&fitadan olgan
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tiyokolinin DTNB ile konjugasyonu sonucu ghn sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoat’in

412 nm’deki absorbsiyonuna dayanmaktadir (B&kil 2.3).

o
_AChE_  yc—nNch,
+
CHyC(OFSCH,CHoN(CHg), HC” s
ATC tiyokolin

?1"3 0N 3,
H,C—N—CH, s NO, _ Sari renk
/I\ + HOAC
H,C” SH COH

tiyokolin DTNB

Sekil 2.3 ChE aktivitesinin DTNB ve ATC kullanilarak tayini

Tablo 2.2’de verildii gibi tipik reaksiyon ortami 1 ml son hacimde, idéén
hacimlerde 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,50); 10 naNINB; sitozolik protein ve
50 mM ATC kullanilarak hazirlandi. Ayrica optimumHp sicaklik ve substrat
konsantrasyonu tesbitinde tipik reaksiyon ortaniinal son hacimde, 100 mM Tris-
HCI tamponu (pH 8,50); 10 mM DTNB ve 50 mM ATC \&si ile bazal aktiviteler

slculdi,

Tablo 2.2 Tipik AChE aktivite dlgim kagiminin igergi

Stok ¢ozeltiler Eklenen hacim (ml) Son konsantrasyo
100 mM Tris-HCI (pH 8,50) 0,770 77 mM
10 mM DTNB 0,060 0,6 mM
Sitozolik protein 0,030 50 ug
50 mM ATC 0,150 7,5 mM
Toplam 1 -

Reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.2ddirtilen hacimlerde stok
¢cOzeltilerden alinarak, spektrofotometre kivetiddml reaksiyon kagimi hazirlandi.
Reaksiyon en son ATC substrati ilave edilereklaiadi ve 10 sn’lik bekleme

suresinden sonra absorbans gigieni AnalytikJena Specord 200 UV-1601
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(AnalytikJenaAG Kundendienst Konrad-Zuse-Str. 1 4&7Jena) Cift dinl

Spektrofotometre’de 412 nm’de 150 sn suresincetadildi.
2.2.4.2. Propiyoniltiyokolin (PTC) aktivitesi

HazirlananL. profundicolasitozollerinde ChE aktivitesi PTC substrati kullarak
Ellman vd (1961) tarafindan dnerilen spektrofotamkanetotla tayin edildi. DTNB ve
PTC her cablmada taze olarak hazirlandi. Ellman metodu, PCh&fitalan olgan
tiyokolinin DTNB ile konjugasyonu sonucu ghn sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoat’in

412 nm’deki absorbsiyonuna dayanmaktadir (Bé&kil 2.4).

o
_PChE H,C—N"—CH,
+
CH4CH,C(O)FSCHyCHyN(CH, )5 H,C™ ~SH
PTC tiyokolin
" on~ D
H,C—N—CH .
3 Il - . SQNO —>  Sarirenk
H,C”" SH COH
tiyokolin DTNB

Sekil 2.4 ChE aktivitesinin DTNB ve PTC kullanilarak tayini

Tablo 2.3'te verildgi gibi tipik reaksiyon ortami 1 ml son hacimde, ihéén
hacimlerde 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,50); 10 naNINB; sitozolik protein ve
50 mM PTC kullanilarak hazirlandi. Ayrica optimunH,psicaklik ve substrat
konsantrasyonu tesbitinde tipik reaksiyon ortaniinal son hacimde, 100 mM Tris-

HCI tamponu (pH 8,50); 10 mM DTNB ve 50 mM PTC vidai ile bazal aktiviteler

slculd.

Reaksiyon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.3j#dirtilen hacimlerde stok
cOzeltilerden alinarak, spektrofotometre kivetiddml reaksiyon kagimi hazirlandi.
Reaksiyon en son PTC substrati ilave edilereklab&di ve 10 sn’lik bekleme
suresinden sonra absorbans gigieni Analytik Jena Specord 200 UV-1601
(AnalytikJenaAG Kundendienst Konrad-Zuse-Str. 1 4&7Jena) Cift dinl

Spektrofotometre’de 412 nm’de 150 sn suresincetedildi.
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Tablo 2.3 Tipik PChE aktivite dlgim kagiminin igergi

Stok ¢ozeltiler Eklenen hacim (ml) Son konsantrasyo
100 mM Tris-HCI (pH 8,50) 0,810 81 mM
10 mM DTNB 0,060 0,6 mM
Sitozolik protein 0,030 50 ug
50 mM PTC 0,100 5 mM
Toplam 1 -

2.2.4.3. Butiriltiyokolin (BTC) aktivitesi

HazirlananL. profundicolasitozollerinde ChE aktivitesi BTC substrati kullanak
Ellman vd (1961) tarafindan énerilen spektrofotaikenetotla tayin edildi. DTNB ve
BTC her caymada taze olarak hazirlandi. Ellman metodu, BChE&fitedan olgan
tiyokolinin DTNB ile konjugasyonu sonucu ghn sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoat’in
412 nm’deki absorbsiyonuna gdeolarak élculdi (BkSekil 2.5).

o
. _BChE,  4c w' cn,
CHyCH,CH,G(O)SCH,CHNCH)3 e e
3
BTC tiyokolin
CH,
H,C—N'_CH oal QS‘
3 Py Tt HOC SQNOZ —*>  Sarirenk
H,C”" ~SH COH
tiyokolin DTNB

Sekil 2.5 ChE aktivitesinin DTNB ve BTC kullanilarak tayini

Tablo 2.4'te verildgi gibi tipik reaksiyon ortami 1 ml son hacimde, idéén
hacimlerde 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,50); 1IMMTNB; sitozolik protein ve
25 mM BTC kullanillarak hazirlandi. Ayrica optimurmH,p sicaklik ve substrat
konsantrasyonu tesbitinde tipik reaksiyon ortaniinal son hacimde, 100 mM Tris-
HCI tamponu (pH 8,50); 10 mM DTNB ve 50 mM PTC visi ile bazal aktiviteler

slculd,
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Tablo 2.4 Tipik BChE aktivite dlgiim kagiminin icergi

Stok c¢ozeltiler Eklenen hacim (ml) Son konsantrasyo
100 mM Tris-HCI (pH 8,50) 0,780 78 mM
10 mM DTNB 0,060 0,6 mM
Sitozolik protein 0,60 100 pg
25 mM BTC 0,100 2,5mM
Toplam 1 -

Reaksiyon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo t8.4elirtilen hacimlerde stok
cOzeltilerden alinarak, spektrofotometre kivetiddml reaksiyon kagimi hazirlandi.
Reaksiyon en son BTC substrati ilave edilereklabddi ve 10 sn’lik bekleme
suresinden sonra absorbans gigieni Analytik Jena Specord 200 UV-1601
(AnalytikJenaAG Kundendienst Konrad-Zuse-Str. 1 4&7Jena) Cift dinl
Spektrofotometre’de 412 nm’de 150 sn suresincetedildi.

2.2.5. ChE aktivitesinin L. profundicola sitozollerinde karakterizasyonu

Sigma istasyonundan toplandn profundicolasitozollerinde AChE aktivitesinin
protein miktari, pH, sicaklik, zaman ve substralCA PTC ve BTC) miktar ile

desisimi incelendi ve optimum dgerler tespit edildi.
2.2.5.1. Protein miktarinin ChE aktivitesi tzerine etkisi
2.2.5.1.1. AChE aktivitesinin protein konsantrasyonu ile desisimi

Tablo 2.2'de verilen reaksiyon keuimi 16; 32; 48; 64; 80; 96 ve 112 jotpcak
sekilde farkli protein konsantrasyonlarinda teknadla ve L. profundicola

sitozollerindeki AChE aktivitesinin protein miktale etkilesimi tespit edildi.
2.2.5.1.2. PChE aktivitesinin protein konsantrasyonu ile degisimi

Tablo 2.3'te verilen reaksiyon kammi 16; 32; 48; 64; 80; 96; 112; 128 ve 160 ug
olacak sekilde farkh protein konsantrasyonlarinda teknadia ve L. profundicola

sitozollerindeki PChE aktivitesinin protein miktéa etkilesimi tespit edildi.
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2.2.5.1.3. BChE aktivitesinin protein konsantrasyonu ile deisimi

Tablo 2.4'te verilen reaksiyon kammi 16; 32; 48; 64; 80; 96; 112; 128; 160; 192;
240 ve 320 ug olacakekilde farkli protein konsantrasyonlarinda teknadiave L.
profundicola sitozollerindeki BChE aktivitesinin protein miktaite etkilesimi tespit
edildi.

2.2.5.2. ChE aktivitesi Uzerine pH etkisi

Tablo 2.2, 2.3 ve 2.4’te verilen reaksiyon kanlari pH’s1 7,00; 7,50; 8,00; 8,50;
9,00; 9,50 ve 10,00 olan 100 mM Tris-HCI tamponlldtularak, pH'in AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri Gzerine olan etkisi incelendi

2.2.5.3. ChE aktivitesine inklibasyon sicakiginin etkisi

Tablo 2.2, 2.3 ve 2.4'te verilen reaksiyon kanlarindan Tris-HCI tamponu pH 8,5
ve sitozolik fraksiyonlar 4 °C, 10 °C, 20 °C, Z5 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C,
55 °C ve 60 °C gibi onbir farkl sicaklikta 5 dadkiibe edilerek 412 nm’de 150 sn
suresince absorbansgigmi takip edildi. Ayrica Analytik Jena Specord 200/-1601
(AnalytikJenaAG Kundendienst Konrad-Zuse-Str. 1 47 Jena) Cift dinl
Spektrofotometre Nive (Nive Cooling Bath Type B2 88) Esenbga Yolu 22 km
Akyurt 06287 Ankara-Turkiye) Smutmali Su Banyosunbaglandi ve kivet haznesinde
de su sirkulasyonu ile 6lcimui yapilan her bir shéa#tegeri salandi.L. profundicola
sitozollerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleriniocaklik ile etkilgimi tayin edildi.

2.2.5.4. ChE aktivitesinin zamanla degisimi

DTNB'nin tiyokolin ile konjugasyonu sonucu glan absorbanslegisimi 0’dan
baslayarak 600 sn siresince takip edilerek AChE, P@eEBChHE aktivitelerinin

zamana kar degisimi ve ne kadar sure gausallik gosterdii tayin edildi.
2.2.5.5. ChE aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun tisi
2.2.5.5.1. ATC konsantrasyonunun etkisi

Reaksiyon kagimi 0,25 ile 10 mM arasinda gigen ATC konsantrasyonlari
kullanilarak inkibe edildi ve AChE aktivitesinin tmirat konsantrasyonu ile

dogrusallgl ve saturasyon kinei calisildi.
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2.2.5.5.2. PTC konsantrasyonunun etkisi

Reaksiyon kagimi 0,125 ile 6,25 mM arasinda glgen PTC konsantrasyonlari
kullanilarak inkiibe edildi ve PChE aktivitesinin bstrat konsantrasyonu ile

dogrusallg ve saturasyon kingi calisiidi.
2.2.5.5.3. BTC konsantrasyonunun etkisi

Reaksiyon kasimi 0,125 ile 3,75 mM arasinda glgen BTC konsantrasyonlari
kullanilarak inktibe edildi ve BChE aktivitesinin tmirat konsantrasyonu ile

dogrusallg ve saturasyon kingi calisiidi.

2.2.5.6. L. profundicola sitozolik kolinesteraz aktivitesi Uzerine in vitro

paraokson-metil inhibisyonu

ChE aktivitesi Uzerine inhibitor etkisi, organofasf insektisit metil-paratiyon’un
okson metaboliti olan paraokson-metil kullanilarglalisiidi. Paraokson-metil’in
molekiler yapis§ekil 2.6'da verilmtir.

20 mM’lik stok ¢ozelti icin hesaplanan hacimde Bason-metil 0,50 ml etanolde
cozllerek Tris-HCI pH 8,50 ile belirlenen hacimentanlandi ve 20 mM’lik stok
cozelti Uzerinden seri dilisyonlar elde edildi.rHmlsmada taze olarak hazirlanan
dilisyonlar son konsantrasyonlari 0,005uM; 0,01 ©M25 puM; 0,05 uM ve 0,1 pM
olacak sekilde reaksiyon ortamina eklendi ve 5 dak’lik ibk8yon sonrasinda
substratin ilavesi ile Biyan reaksiyon 412 nm’de 150 sn siresince takigie@espit
edilen paraokson-metil konsantrasyonlarinin ATC,CPVe BTC substratlari icin
belirlenen 4 farkh substrat konsantrasyonunda renaktivitesi Uzerine etkisi ve

inhibisyon kinetikleri ¢akildi.

Sekil 2.6 Paraokson-metil'in molekdiler yapisi
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2.2.6. L. profundicola sitozolik kolinesteraz aktivitesi Uzerinein vivo insektisit ve

petrokimyasal atik etkisi

Curuksu Cayi Uzerinde belirlenen Korucuk mevkiintlgrianarL. profundicoldar
dogal ortamlarindan alinan sediment ve nehir suyu bidikte Universitemiz

laboratuarina getirildi.

Esit miktarlarda sediment iceren kaplargt eniktarlarda canlilardan aktarildi ve her
bir kaba 1 It dgal ortam sularindan eklendi. Kaplara hava pompagiabarak,
insektisitler Gzerinde belirtilen L{g degerleri Uzerinden 1/5 oraninda azaltilarak
deltametrin (200 pl/It), metil-paratiyon (100ul/ltnetomil (0,1gr/lt) insektisitleri ve
1:1 oraninda dgal ortam suyu ile kagtirmak suretiyle petrol rafinerisinden temin
edilen atik camur ve atik su eklendi ve kontrolbgrule birlikte canlilarin 4 ginluk
maruziyeti izlendi. Deltametrin, metil-paratiyon meetomil'in molekuler yapilargekil
2.7’de verilmgtir. Canhlar uygulamanin 1. ve 3. gunu olmak Uzel@ sa'lik
periyotlarla Tetramin fish food ile beslendi. Maiyetin 1., 2., 3. ve 4. gunlerinde 24
sa’lik periyotlarla kaplardan 9'ar gram canli ahalabuz Gzerinde aliminyum folyolara
sarildi ve etiketlenerek -80 °C Nudire (Nuéire &ltiww Freezer NU-6382E 2100
Fernbrook lane Ploymouth, MN 55447) derin donduyackaldirildi. Canlilar en fazla
3 gun icersinde materyal ve metotta belirtikekilde homojenize edildi. Elde edilen
sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlar eppendorflaktarilarak etiketlendi ve ChE ve
EROD aktivite dlcimleri icin -80 °C Nuéaire (Nudithtralow Freezer NU-6382E 2100
Fernbrook lane Ploymouth, MN 55447) derin donduyackaldirildi.

Sekil 2.7 Deltemetrin (a), Metil-paratiyon (b) ve Metomil)ja molekiler yapilari

2.2.7. L. profundicola etoksirezorufin-O-deetilaz (EROD) aktivite tayini

HazirlananL. profundicola mikrozomlarinda EROD aktivitesi 7-etoksirezorufin
substrati kullanilarak Burke ve Mayer (1974) tardfin Onerilen florometrik metoda
dayanarak optimize edilen Aring \8n (1994)’e gore tayin edildi. Bu metod, 7-
etoksirezorufin'in -~ CYP1Al1 tarafindan @ NADPH vaminda  rezorufin’e
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yukseltgenmesinin 535 nm eksitasyon ve 585 nm emishalga boylarinda florometrik
olarak takibine dayanmaktadir (BRekil 2.8).

Reaksiyon cozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.%#dirtilen hacimlerde stok
cOzeltilerden alinarak, florometre kivetinde 1 ndaksiyon kagimi hazirlandi.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerekididdi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian
Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey K2@#, England) Florometre’'de 2
dak boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyonigkamna i¢ standart olarak
rezorufin’in bilinen miktari eklendi ve florosanktartis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,

rezorufin eklenmesinin neden ofluflorosans argikullanilarak hesaplandi.

NADPH,H* 02 H.O NADP*
OC,Hs
Etoksirezorufin Rezorufin

Sekil 2.8 EtoksirezorufinO-deetilaz reaksiyonu

Tablo 2.5EROD aktivite dlgim kagiminin igergi

Stok c¢ozeltiler Eklenen hacim (ml) Son konsantrasyo
400 mM KPi tamponu (pH 7,80 0,250 100 mM
1 M NacCl 0,100 100 mM
12 mg/ml BSA 0,100 1,2mg
Mikrozomal protein (2 mg/ml) 0,100 200 pug
10 mM NADPH 0,010 0,1 mM
10 pM Etoksirezorufin 0,150 1,5 uM
Distile su 0,290 -
Toplam 1 -

Reaksiyon co6zeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.%#dirtilen hacimlerde stok
cOzeltilerden alinarak, florometre klvetinde 1 ndaksiyon kagimi hazirlandi.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerekldiddi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian
Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey K2@#, England) Florometre’'de 2

dak boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyonigtamna i¢ standart olarak
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rezorufin’in bilinen miktari eklendi ve florosanktartis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,

rezorufin eklenmesinin neden ofgluflorosans argikullanilarak hesaplandi.
2.2.8. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) iyonik detan sodyum dodesil silfat
(SDS), varlginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlagnolan kesintili bir tampon
sisteminde %8,5 ayirma ve %4 stkima jellerinde yapilnstir. sitokrom ¢ (M 11700),
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz {(NM6000), yumurta albumini (M45000), katalaz
(M, 60000), BSA (M 66000), molektler@rhk standartlari olarak kullanilgtir. SDS-
PAGE’in detaylari gagida verilmgtir.

2.2.8.1. Stok ¢ozeltiler
2.2.8.1.1. 10X elektrot tamponu (25 mM Tris, 192 mM Glisin, pH8,30)

30 g Tris ve 144 g glisin distile suda ¢6zuldli w& fracim 1 It'ye tamamlandi.
Tamponun pH’sI asit veya bazla ayarlanmadi. Tankudlanimdan énce 1 It tampona
1 g SDS eklenerek 10 kez sulandirilarak kullanildi.

2.2.8.1.2. Stok ayristirma jel tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,80)

18,15 g Tris yaklgk 60 ml distile suda ¢ozuldd, pH’s1 10 M HCI ileB& ayarlandi

ve son hacim 100 ml'ye tamamlandi.
2.2.8.1.3. Stok sikstirma jel tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,80)

6 g Tris yaklaik 40 ml distile suda ¢ozuldl, pH’si 10 M HCI ilegB& ayarlandi ve

son hacim 100 ml'ye tamamlandi.
2.2.8.1.4. Stok jel ¢cozeltisi (Akrilamid-BIS, %30 T, %2,67 C)

29,2 g akrilamid bir miktar distile suda ¢6zuldi8 @ BIS (Bis-akrilamid) eklendi
ve c¢ozelti distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. @adonra ¢ozelti kaba filtre gedindan
suzuldd. %T toplam akrilamid monomer konsantrasyonuylzdesini gosterir ve %C

asagida gosterildii gibi capraz bglanan monomer konsantrasyonunu tanimlar.

%T= (g Akrilamid + g BIS/toplam hacim) x 100
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%C= (g BIS/g Akrilamid + g BIS) x 100

2.2.8.1.5. %210 SDS
10 g SDS isitilarak distile suda ¢o6zuldi ve sonnhd®0 ml'ye tamamlandi.
2.2.8.1.6. %10 Amonyum persulfat (APS)

0,1 g amonyum perstulfat 1 ml distile suda coziuldér seferinde taze olarak

hazirlandi.
2.2.8.1.7. 4X Numune seyreltme tamponu

%8 SDS, %40 gliserin, %2B-merkaptoetanol ve %0,01 bromfenol mavisi igeren
0,25 M Tris-HCI (pH 6,80) Tablo 2.6’da verilen citderin belirtilen hacimlerde
karistiriimasi ile hazirlandi. Tamponun pH’si son hacmemamlanmadan 6nce 1 M
HCl ile 6,80’e titre edildi.

Tablo 2.64X numune sulandirma tamponunun igeri

Stok c¢ozeltiler Eklenen Hacim (ml)
1 M Tris-HCI (pH 6,80) 2,5
Gliserin 4,0
B-merkaptoetanol 2,0
SDS 08¢
Bromfenol mavisi 1,0 mg
Toplam Hacim 10

2.2.8.1.8. Stok molekdler agirlik standart ¢ozeltileri

Molekuler &irlik standart proteinleri, sitokrom c, gliseraldeB-fosfat
dehidrojenaz, yumurta albumini, katalaz ve BSA lliknvolumetrik sise icinde 1 mg
cozilerek 2 mg/ml stok cozeltisgeklinde hazirlandi. Stok standartlar derin

dondurucuda saklandi.
2.2.8.1.9. Jel polimerizasyon ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi

Ayristirict ve siksgtirict jel solusyonlari Tablo 2.7'de belirtiigli gibi verilen

miktarlarin kargtirilmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen é&heazirlandi.
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Tablo 2.7 SDS-PAGE aystirici ve sikgtirict jellerin formulasyonlari

icerik Ayristirict Jel (%8,5) Sikistirici Jel (%4)
(0,375 M Tris, pH 8,80)| (0,125 M Tris, pH 6,80)
Jel Cozeltisi(ml) 8,5 15
Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu (ml 7,5 -
Sikstirict Jel Tamponu (ml) - 2,5
%10 SDS (ml) 0,4 0,16
%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012
Toplam Hacim 30 10

2.2.8.2. Prosedur

2.2.8.2.1. Jelin hazirlanmasi

Poliakrilamid slab jelleri, jel sandviginin hazmimasi ile The Emperor Penquin
Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System M&®ES (Owl Separation Systems,
Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kollarak gerceklgtirildi. ilk once
jel sandvici temiz ve diz bir zemin Gzerinde 6nee@rucamin (14 x 16 cm), bunun
tzerine 0,8 mm’lik teflon ayiricilar ile sabitleyiglastik levhanin ve son olarakda kisa
camin (12,5 x 16 cm) Ust uste yatiBlmesiyle oluturuldu. Bunu, sandvigin sisteme
oturtularak vidalarla siktirilmasi ve sandvicin oturtulgu tabandaki kuyugia %2’lik
agaroz dokulerek sisteme sabitlenmesi izledi. Dadraa ayutirici jel polimerizasyon
solisyonu Tablo 2.7 de belirtilen oranlarda handrak sandvic igindeki ¢ozeltinin
istenilen yiksekfie (8-9 cm) ulgincaya kadar 10 ml'lik bir pipet yardimi ile teflon
ayiricilarin bir kgesinden jel sandvicin icine gau transfer edildi. Ucu bukalmgu
igneli bir sinnga kullanilarak, diz bir jel yizey glumunu sglamak icin nazikce
bosluklarin bir k&esinden fkirtilmak suretiyle jel polimerizasyon solisyonunun
yuzeyi yaklgik 0,1 cm kalinlginda bir izopropil alkol tabakasiyla kaplandi. Jel
15-20 dak

Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamaaltldi ve hazirlanan sitirici jel

sonradan oda sicaginda sureyle polimerizasyona birakildi.

polimerizasyon solisyonu 5 ml'lik pipet kullanil&raandvi¢ tamamen dolana kadar bir
teflon ayiricinin kéesinden jel sandviginin igine dokuldi. Stkuci jel eklendikten
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sonra 15 tane gliiceren 0,8 mmlik teflon tarak, tagean disi icinde hava kabargi
kalmayacaksekilde sikstirici jel polimerizasyon sollisyonu katmanina ygilidi.

Polimerizasyon oda sicaginda yaklaik 30 dak’da tamamlandi.
2.2.8.2.2. Ornegin ve molekiler ggirlik standartlarinin hazirlanmasi

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igin kontrol vaetil kolantren (MC)’e maruz
birakilmg rat ile kontrol, petrokimyasal atilk camur ve suyearuz birakilmy L.
profundicola mikrozomlari kullanildi. Analiz edilecek proteintem alinan bir érnek
4X numune seyreltme tamponu ile 3:1 oraninda (8vki&rnek ve 1 kisim tampon)
seyreltildi ve sicak su banyosunda 2 dakika sérkalynar suda kaynatildi.

Molekuler &irlik standartlari dau sekilde hazirlandi: 16 pl sitokrom c, 14 pl
gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenaz, 16 pl yumwataumini, 12 ul katalaz, 12 ul BSA,
20 pl distile su ve 30 pl 4X numune seyreltme tampgstandartlarin miktari ¢ok
saylda denemenin sonucunda tespit egiln Seyreltiimg karisim daha sonra 2 dak
sureyle sicak su banyosunda kaynatildi.

2.2.8.2.3. Orneklerin yiiklenmesi

Teflon tarak dileri yirtmadan dikkatlice siktirici jelden ¢ikarildi. Kuyucuklarger
varsa herhangi bir hava kabanon uzaklgtirmak icin ince gneye sahip bigiringa
kullanilarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Dad@nra blok alt ve Ust rezervuarlari

elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankyealestirildi.

Uygun igneli bir Hamiltongiringasi kullanilarak 30 pl (125 pg 3-MC rat ve koh
rat ile 150 pg kontrol, deltametrin, metoil, medrptiyon, petrokimyasal atik camur ve
suya maruz birakilngiL. profundicolamikrozomlarindan) protein drneklerinden ve 10
ul molekuler girhk standartlarindan kuyucuklarin tabaninda iae katman olacak

sekilde kuyucuklara ytklendi.
2.2.8.2.4. Elektroforetik ayri stirma

Sistem Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrodbky 11741-4306, USA)
guc kayng@ina balandi. Sisteme ayni anda iki jel sandvici hazirfakaayni anda iki
elektroforetik aymtirma yapildi. Elektroforetik awtirmanin yapilacga iki jel icin

sikstirict jel Gzerinde 20 mA’lik sabit akim yuratmgeami yapildi. Yol gosterici boya
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ayristirict jele ulgtiginda akim 30 mA’e sikiirici jelden cikgginda ise 40 mA’e
cikarildi (Eger tek jel kullanilarak elektroforetik aytirma yapilacaksa mA derleri
yarilandi ). Elektroforetik aygtirma siresince 1sinmayi engellemek icin sistena@ys®
ayarlanmg Nuve (Nuve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esefeb¥olu 22 km Akyurt
06287 Ankara-Turkiye) Smtmali Su Banyosu igandi. Yol gdsterici boya tabana
ulasacal zaman (aystirici jelin balangicindan yakkk 6-7 cm) gic kayna
kapatildi.lyi bir ayristirma sglamak icin toplam 5-5,5 saat yiritme yapildi.

2.2.8.2.5. Jelin boyanmasi ve bglanmayan boyanin uzaklatiriimasi

Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel gloaparattan alindi ve gtirilmis jel
sandvic c¢ikarilarak kisa cam tabaka dikkatlicedacdel yol gosterici boyanin olgu
yerden, kenarlardan, sgkirici jel bitiminden kesildi ve Ustten sol ¢&si (1 numarall
kuyucuk) kuyucuklarin siralarini belirlemek icigaretlendi. Jel uzun cam tabakadan
dikkatlice alindi ve oda sicaginda 45 dak sureyle %0,2 Coomassie Pirlanta M&visi
250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit icdveypa c¢oOzeltisiyle bir kagtiric
kullanarak hem boyandi hem de sabitlendi. Uygun dbire (en azindan 24 saat)
baglanmayan ¢oziinmiboyanin uzaklgiriimasi igin %7’lik asetik asit iceren %30’luk
metanol ¢ozeltisi ile inkibe edildi (bu sire zagnsoliisyon birka¢ kez giatirildi).
Sonug olarak, jellerden bazilari fgtaflandi ve boyasi cikariimieller %7’lik asetik

asit cozeltisi icinde saklandi.
2.2.8.3. Western blot analizleri

Western blot prosedirti Khyse-Anderson (1984) ilevélove Baldo (1987)
tarafindan tanimlangh gibi uygulanmgtir. Ancak bizim laboratuar kallarimiza gore

optimize edilmstir.
2.2.8.3.1. Proteinlerin elektroforezi

Secilen mikrozomlar (rat ve. profundicolg yukaridaki bolumlerde tanimlargal
gibi denatire kgullar altinda %4’ltk silgtirict ve %8,5’luk aystirici jeller igcinde
elektroforez edildi. Elektroforezi takiben, jell@ansfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM
glisin ve %10 metanol) icersinde 10 dakika suregébit hizli bir calkalayicida
inkiibasyona birakildi. Jelin 6n dengelenmesi SD&le&troforez tampon tuzlarinin
uzaklgtiriimasini kolaylatirir ve elektroforetik transferlerden dnceki jeSonseklinin
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ayarlanmasina yardimci olur. Aksi takdirde transi@resince jeller metanol icerisinde
ebat dgisikli gine ysrayabilir.

2.2.8.3.2. Transfer sandiviginin hazirlanmasi

Nitroseltiloz membran jel boyutlarindan 0,2 mm dghak olmak tzere kesildi ve
5 dak sureyle transfer tamponu ile inkiibe edileséildi. Membranin bitin ytzeyinin
Islatilmasi proteinlerin membranagienmasi icin son derece 6nemlidigef membran
5 dak icinde 1slanmazsa, bu membran proteinleainstieri icin kullanilamaz, ¢inki bu
durum depolama sirasinda membranin dehidrasygrzalgini ve proteinleri bglama
yetengini kaybettgini gosterir. Bu glem sirasinda membranlaringitamasi, tutulmasi
icin yumwak uclu forsep kullanildi ve kontaminasyonlardargiRenak icin eldiven
giyildi. Daha sonra dort adet Whatman #1 jel baguutidan 0,1 mm daha buyuk
Olculerde kesildi ve transfer tamponu ile islatildncak iclerinde sakh kalan hava
kabarciklarinin tamamen ayrilmasinglsanak icin ilk olarak saf suyla ve daha sonra

transfer tamponu ile 1slatildi.

Elektroforetik transfer The Panther Semidry Eleglntter Model HEP-3 221663
(55 Heritage Avenue Portsmouth, NH 03801 USA) kulkrak Yari-kuru Western blot
yontemi uygulanarak yapildi. The Panther Semidrectbblotter Model HEP-3
221663 (55 Heritage Avenue Portsmouth, NH 03801 lSAplatinyum tabanina
onceden nemlendirilmi Whatman # 1 vyerkirildi ve olasi kalabilecek hava
kabarciklarini gidermek amaciyla bir deney tupUriage yuvarlandi. Whatman # 1
tzerine 1 nolu kuyugiu gosteren centik g§da kalacalsekilde dikkatlice yerlgtirilen
jelin tzerine membran da dikkatlice ysatlaldi. Proteinlerin transferini bloke edecek
olan jel ile membran arasinda hava kabarciklaimmialnin engellenmesi bakimindan
bu kritik basamaklardan biridir. Bu nedenle membbénbirine zit uclardan tutularak
oncelikle jelin ortasina gecek sekilde iki tarafa dgru yayarak yerlgirildi. Daha
sonra membran lzerine 6nceden islagilbveska bir Whatman # 1 konarak sandvig
tamamlandi. Hava kabarciklarinin tamamen uzaikiBmasini sglamak icin membrani
kendi pozisyonunda sabit tutarken bir deney tup#dikga Uzerinde yuvarlandi ve
sandvi¢ etrafina tan fazla transfer tamponlari temizlenerek alan llundi. Sandvic
hazirlandiktan sonra ust aparat dikkalice y#ri&di ve sistemin vidalari sikildi.
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2.2.8.3.3. Elektroforetik transfer

Sistem Thermo EC 1000-90 model gu¢ kayna baglandi. Voltaj ve maksimum
akim limiti 10 V ve 400 mA’e ayarlandi ve 1 sa dinee proteinler elektroforetik
olarak transfer edildi. Stre sonunda guc¢ kg&yrkapatildi, hiicrenin Eantisi kesildi
ve sistemin vidalar agildi. Sonug olarak Uzeritrdasfer edilmj proteinleri barindiran

membran, ‘Blot’, elde edildi.
2.2.8.3.4. Proteinlerin imminokimyasal tespiti

Transfer tamamlandiktan sonra transferin ne des=gedgeklgtigini tespit etmek
icin jel 45 dak sureyle %0,2 Coomassie PirlantaisiR 250, %50 metanol ve %12
glasial asetik asit iceren boya c¢ozeltisiyle birriggarict kullanarak boyandi ve
sabitlendi. Uygun bir sire (en azindan 24 saaplapanayan ¢Ozunnglboyanin
uzaklatiriimasi icin %7’lik asetik asit iceren %30’luk mamol ¢ozeltisi ile inkibe
edildi (bu sure zarfinda solisyon birkag kezgighrildi). Sonug olarak, jelden
membrana transfer olamayan protein miktari tespitreye calgildi.

Ayni zamanda membran, protein iceren ylzeyi Ustecgksekilde kicuk plastik
bir tepsinin icine yerlgirildi ve membran 1 sa sureyle bloke ¢ozeltisi @Bicinde

yagsiz %5’lik sut tozu) ile ¢alkalayici da inkibe ellil

Sire sonunda 40 ml bloke c¢Ozeltisi icinde 100¢Ozulerek hazirlanan primer
antikorlar (anti-Rat CYP1Al-lgG ve anti-Rat CYP44Qd), membranin Uzerine
bosaltildi ve 2 sa inkibe edildi. Daha sonra membr&ST solisyonunda her biri 5
dak olmak lzere 3 defa yikandi. Yikama ¢Ozelti@miranin tamamen temizlenmesini
sgilamak icin yapilan her yikama basaimaarasinda plastik tepsiden tamamen
uzaklgtirlldi. Membran daha sonra 1 saat slUregkretleyici enzim-alkali fosfataz
(anti-rabbit 1gG-ALP konjugati) ile g olan ikinci antikorlarla inkibe edildi.
Membran onceden tarif edilgigibi yikandi. Sonug¢ olarak membran, antikoglaaan
proteinlerin tespiti icin Ey ve Ashman (1986) tanafan Tablo 2.8'de verilen substrat
cozeltisi ile inktbe edildi. Géruntl elde edildiktsonra membran havada kurutuldu,
strech film ile kaplandi ve karanlikta saklandi.bSwat ¢cozeltisi her seferinde taze

olarak hazirlandi ve kullanimdan sonra atildi.



39

Tablo 2.8 Nitroseliloz membran Uzerinde transfer edilen pntgéein immdinolojik
tayini icin substrat ¢cozeltisi hazirlama
Cozelti A:
1,5 M Tris-HCI, pH 8,80 2,97 ml
1 M NacCl 4,0 ml
100 mM MgCt 0,82 ml
100 mM ZnC} 0,04 ml
DEA 0,096 ml
NBT 12,2 mg

Son hacim 40 ml
Cozelti B: Distile suda 2 mg/ml fenazin metasulfat
Cozelti C: 5,44 mg BCIP/0,136 ml N, N-dimetil formamid

Sonug olarak, NBT/BCIP substrat ¢ozeltisi A ¢coaeite C ¢ozeltisi ve 0,268 ml B

cOzeltisinin kagimindan hazirlandi.

* A ¢ozeltisinin pH'si, son hacmine tamamlanmadamce satire Tris ile 9,55'e

ayarlandi.
2.2.9. istatistiksel analizler

Elde edilen sonuclar her bir veri noktasli icin @maa + Standart Sapma olarak
ifade edilmgtir. Farkl gruplar icinde ve arasinda kaydaelebir fark olup olmadiini
analiz etmek igcin One Way Anova ve Two Samplesri taygulanmytir.
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3. BULGULAR

3.1. L. profundicola Sitozolik ve Mikrozomal Fraksiyonlarda Protein Tayini

Elde edilen sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlammnotein miktarlari Materyal ve
Metotta tanimlangn gibi Lowry vd (1951)'e gore yapildi. Sitozolik waikrozomal
fraksiyonlarin protein miktarlarini hesaplamak i€itdan 0,2 mg BSA'ya kadar olan
standart BSA grisi kullanildi.

3.2. L. profundicola Sitozolik ChE Aktivitesinin Tayini

Kolinesteraz’lar L. profundicola sitozollerinde  asetiltiyokolin  (ATC)
propiyoniltiyokolin (PTC) ve butiriltiyokolin (BTC)substratlari kullanilarak caiidi.
Maksimum enzim aktivitesi icin optimunsartlar tespit edildi. ChE aktivitesi
spektrofotometrik olarak 412 nm’de Ellman vd (19@&rafindan 6nerilen metoda gore
ATC, PTC ve BTC test substratlari kullanilarak tegdildi.

3.3. ChE Aktivitesinin L. profundicola Sitozollerinde Karakterizasyonu

3.3.1. L. profundicola sitozolik ChE aktivitesi Uizerine protein konsantrasyonunun

etkisi

Materyal ve Metotta tanimlangigibi farkh sitozolik protein konsantrasyonlarand
ChE aktivitesinin dgisimi ATC, PTC ve BTC substratlarn kullanilarak ineedi.
Aktivite, AChE ve PChE igin 50 pug, BChE i¢in 100 poptein miktarina kadar lineer
artma gosterdi. Bundan sonra da kismi lineerlik EG¢in 112 pug, PChE icin 1289
ve BChE icin ise 240 pg'a kadar devam etti. Enzirktivilesinin protein
konsantrasyonuna goregilgmi Sekil 3.1’de verilmgtir.

Materyal ve Metotta tanimlanan farkh protein kamsasyonlarinda AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri tespit edildi. Her bir nokta @z iki set deney ve her bir deney en

az bir cift 6lcimlerin ortalamalari alinarak veriktir.
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Sekil 3.1 Protein konsantrasyonub. profundicolasitozolik ChE aktivitesi tzerine
etkisi

3.3.2. L. profundicola sitozolik ChE aktivitesi Uzerine pH etkisinin tayini

Materyal ve Metotta tanimlanan tampon sistemleriiakularak (pH 7,00-10,00
aralginda Tris-HCI) elde edilen pH'In ChE aktivitesi dime olan etkisi ATC, PTC ve
BTC substratlart kullanilarak incelendi. Ayrica, rhbir pH deeri icin protein
icermeyen reaksiyon ortami hazirlandi ve 150 sriddkleme siresi sonunda bazal
aktivitelerinde elde edilmesi ile net aktiviteleedaplandi. Maksimum aktivite pH
8,50'de tespit edildi. ChE aktivitesi tizerine pHisit Sekil 3.2’de verilmitir.

Materyal ve Metotta tanimlanan tampon sistemi kullaak AChE, PChE ve BChE
aktivitelerinin pH ile dgisimi gosterilmstir. Her bir nokta en az iki set deney ve her bir

deney en az bir ¢ift 6lctimlerin ortalamalari alalaverilmitir.
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Sekil 3.2 pH'In L. profundicolasitozolik ChE aktivitesi Uzerine etkisi
3.3.3. L. profundicolasitozolik ChE aktivitesi tzerine sicaklik etkisi ayini

L. profundicolasitozolik AChE, PChE ve BChE aktivite glgimleri Materyal ve
Metotta tanimlanan dokuz farkh reaksiyon sicakida aktivitelerin ve bazal
aktivitelerin hesaplanmasi ile (4 °C, 10 °C 202&€°C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50
°C, 55 °C ve 60 °C) tayin edildi. ATC, BTC ve PTébstratlari icin optimum sicaklik
35 °C olarak tespit edildi. Sicaiin enzim aktivitesi Uzerine etkisyekil 3.3'te

verilmistir.

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi AChE, PChE ve BChE aktivitelerinin
sicaklik ile dgisimi gosterilmitir. Her bir nokta en az iki set deney ve her l@ney en

az bir ¢ift 6lgimlerin ortalamalari alinarak veritir.
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Sekil 3.3 Sicaklginin L. profundicolasitozolik ChE aktivitesi Uzerine etkisi
3.3.4. L. profundicola sitozolik ChE aktivitesinin zamana karsi degisimi

Enzim aktivitesi 150 sn suresince lineer agbsterdi. Bundan sonra da kismi
lineerlik AChE icin 250 sn , PChE igin 350 sn ve [Eicin 400 sn kadar devam etti.

Enzim aktivitesinin zamanla @simini gosteren grafilSekil 3.4'te verilmitir.
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Sekil 3.4L. profundicolasitozolik ChE aktivitesinin zamanla glgimi

3.3.5. L. profundicola sitozolik @ ChE  aktivitesi  Uzerine  substrat

konsantrasyonunun etkisinin tayini
3.3.5.1. ATC konsantrasyonunun etkisinin tayini

Materyal ve Metotta tanimlangligibi 0,25 mM ile 10 mM arasinda gigen ATC
konsantrasyonlarinda ChE aktivitesi tespit editlb mM substrat konsantrasyonuna
kadar aktivitenin artma gostegdlibelirlendi. L. profundicolasitozolik ChE aktivitesine
ATC konsantrasyonunun etkisi ve Lineweaver-BurkfigiaSekil 3.5 ve 3.6'da
verilmistir. Ky, degeri 1,202 mM;Vmax degeri 8636 U/dak/mg proteinlarak bulundu.

Vmax Ve Kr, degerleri Excel programi kullanilarak hesaplandi.

Materyal ve Metotta tanimlangligibi 0,25 mM ile 10 mM arasinda gigen ATC
konsantrasyonlari ile inhibisyon gercefigldi. Her bir nokta en az iki set deney ve

her bir deney en az bir ¢ift 6lciimlerin ortalamakdmarak verilmgtir.
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Sekil 3.5L. profundicolasitozolik AChE, PChE ve BChE substrat sattirasyaifigj
3.3.5.2. PTC konsantrasyonunun etkisinin tayini

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,125 mM ile 6,25 mM arasinda ggen
PTC konsantrasyonlarinda PChE aktivitesi tespit [dedi5 mM substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitenin artma gosterdielirlendi. L. profundicola
sitozolik PChE aktivitesine PTC konsantrasyonuntkiseve Lineweaver-Burk grafi
Sekil 3.5 ve 3.6'da verilmstir. K,, degeri 0,537 mM; Vnax degeri 6064 U/dak/mg
protein olarak bulundwmaxve Ky, degerleri Excel programi kullanilarak hesaplandi.

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,125 mM ile 6,25 mM arasinda gigen
PTC konsantrasyonlari ile inhibisyon gercgklddi. Her bir nokta en az iki set deney

ve her bir deney en az bir ¢ift dlgtimlerin ortaldanaalinarak verilmtir.
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Sekil 3.6 L. profundicolasitozolik AChE, PChE ve BChE Lineweaver-Burk sudist
saturasyon grafi

3.3.5.3. BTC konsantrasyonunun etkisinin tayini

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,125 mM ile 3,75 mM arasinda gigen
BTC konsantrasyonlarinda BChE aktivitesi tespit Iddi 2,5 mM substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitenin artma gosterdielirlendi. L. profundicola
sitozolik BChE aktivitesine BTC konsantrasyonuntkise ve Lineweaver-Burk grai
ve Sekil 3.5 ve 3.6’da verilmtir. Ky, degeri 0,560 mM;Vnax degeri 3065 U/dak/mg

protein olarak bulundWmaxve Ky, degerleri Excel programi kullanilarak hesaplandi.
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Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,125 mM ile 3,75 mM arasinda gigen
BTC konsantrasyonlari ile inhibisyon gercekileldi. Her bir nokta en az iki set deney

ve her bir deney en az bir ¢ift 6lctimlerin ortaldanealinarak verilmitir.

3.3.6. L. profundicola ChE aktivitesi Uzerinein vitro paraokson-metil inhibisyonu

tayini
3.3.6.1. AChE aktivitesi tUzerine paraokson-metil inhibisyonu

Materyal ve Metotta tanimlangh gibi 0,005 pM ile 0,1 pM arasinda ggen
paraokson-metil konsantrasyonlarinda AChE inhibimsytespit edildi. 0,005 pM’dan
0,1 puM paraokson-metil konsantrasyonungrdanhibisyonun gittikge artg1 gozlendi
AChE aktivitesi Uzerine paraokson-metil inhibisyonet olarak tesbit edilememesine
karsin kargik tip inhibisyona uygun bulundu. Paraokson-maetill.. profundicola

sitozolik AChE aktivitesi tzerine inhibisyorfiekil 3.7'de verilmgtir.

* 0,25 mMATC 0.005 - y = 0.0214x + 0.0025
= 0,5mM ATC '

1 mMATC
= 1,875 mM ATC 0.004 -

y =0.0164x + 0.0014

0.003

1/v (Uldak/img protein) ™

-0.1¢ -0.1 -0.05 0.05 0.1

-0.001

[Paraoksan-metil], uM

Sekil 3.7 L. profundicola sitozolik AChE aktivitesi Uzerine paraokson-metil
inhibisyonunun Dikson plot gragi
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Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,005 puM ile 0,1 puM arasinda gigen
paraokson-metil konsantrasyonlari ile 4 farkli Ak@hsantrasyonunda artan inhibisyon
saptandi. Her bir nokta en az iki set deney vebiredeney en az bir cift dlcimlerin

ortalamalari alinarak verilstir.
3.3.6.2. PChE aktivitesi tzerine paraokson-metil inhibisyonu

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,005 puM ile 0,1 uM arasinda gigen
paraokson-metil konsantrasyonlarinda PChE inhilmsytespit edildi. 0,005 uM’dan
0,1 pM paraokson-metil konsantrasyonungrddnhibisyonun gittikce artgi gozlendi
PChE aktivitesi Uzerine paraokson-metil inhibisyaret olarak tesbit edilememesine
karsin kargik tip inhibisyona uygun bulundu. Paraokson-maetill.. profundicola

sitozolik PChE aktivitesi Uzerine inhibisyoSekil 3.8'de verilmgtir.

T
* 0,25 mM PTC y = 0.0054x + 0.0016
= 0,5 mM PTC
0.0018
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< .
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[ f 4 T T I T I
045 -035 -025 -0.15 -0.05 0.05

-0.0002 -
[Paraoksan-metil], uM

Sekil 3.8 L. profundicola sitozolik PChE aktivitesi Uzerine paraokson-metil
inhibisyonunun Dikson plot grahi
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Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,005 puM ile 0,1 puM arasinda gigen
paraokson-metil konsantrasyonlari ile 4 farkli Pddhisantrasyonunda artan inhibisyon

saptandi. Her bir nokta en az iki set deney vebiredeney en az bir cift dlcimlerin
ortalamalari alinarak verilstir.

3.3.6.3. BChE aktivitesi tUzerine paraokson-metil inhibisyonu

Materyal ve Metotta tanimlagh gibi 0,005 pM ile 0,1 puM arasinda ggen
Paraokson-metil konsantrasyonlarinda BChE inhilrigytespit edildi. 0,005 pM’dan
0,1 pM paraokson-metil konsantrasyonungrdanhibisyonun gittikce artgi gozlendi
BChE aktivitesi tzerine paraokson-metil inhibisyomet olarak tesbit edilememesine
karsin kargik tip inhibisyona uygun bulundu. Paraokson-maetill.. profundicola
sitozolik BChE aktivitesi Uzerine inhibisyorekil 3.9'da verilmitir.
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Sekil 3.9 L. profundicola sitozolik BChE aktivitesi Uzerine paraokson-metil
inhibisyonunun Dikson plot grai
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Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,005 puM ile 0,1 puM arasinda gigen
paraokson-metil konsantrasonlari ile 4 farkli BT@&antrasyonunda artan inhibisyon
saptandi. Her bir nokta en az iki set deney vebiredeney en az bir cift dlcimlerin

ortalamalari alinarak verilstir.

3.4. L. profundicola ChE Aktivitesi Uzerine in vivo insektisit ve Petrokimyasal
Atik Etkisinin Tayini

3.4.1. Metomil etkisi

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,1 gr/lt metomil'e maruz birakilath.
profundicola bireylerinde ChE aktivite dgsimi ATC, PTC ve BTC substratlar
kullanilarak tespit edildi. Kontrol grupla kalastirildiginda her Gc¢ substrat icinde 1.
gin daha yuksek inhibisyon gozlendihibisyonun 2. giinde azagditespit edildi.
Metomil'in L. profundicolasitozolik AChE, PChE ve BChE aktiviteleri Gizeriatkisi
Sekil 3.10’da verilmitir.
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Sekil 3.10 Metomil’e maruz birakilarL. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve
BChE aktiviteleri dgisimi
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Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,1 gr/lt metomil’e maruz birakilanL.
profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri sajota Her bir nokta en
az iki set deney ve her bir deney en az bir ciftugilerin ortalamalari alinarak

verilmistir.

Yapilan One Way Anova analizleri sonucuprofundicolasitozolik AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri arasinda metomil’e maruz bilak bireylerde kontrollere oranla
ve giinler arasinda’ P<0,000 seviyesinde anlamli farkhliklar gozlestini(Bkz. Sekil
3.10).

3.4.2. Deltametrin etkisi

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi 200 pl/lt deltametrin’e maruz birakildn
profundicola bireylerinde ChE aktivite dggsimi ATC, PTC ve BTC substratlari
kullanilarak tespit edildi. Kontrol grupla kalastirildiginda her Gg¢ substrat igcinde 1.
gin daha yiiksek inhibisyon gozlendinhibisyonun 2., 3. ve 4. giinlerinde gittikge
azaldgi tespit edildi. Deltametrin’irL. profundicolasitozolik AChE, PChE ve BChE

aktiviteleri tizerine etkis$ekil 3.11'de verilmgtir.
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';'__J 2000 -
@)

1000 - %‘
0 I T 1

1. Giun 2. Gun 3. Gun 4. Gun

Sekil 3.11 Deltametrin’e maruz birakilal. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve
BChEaktiviteleri degisimi
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Materyal ve Metotta tanimlangli gibi 200 pl/lt deltametrin’e maruz birakilah.
profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri sajota Her bir nokta en
az iki set deney ve her bir deney en az bir ciftidilerin ortalamalari alinarak

verilmistir.

Yapilan One Way Anova analizleri sonucuprofundicolasitozolik AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri arasinda deltametrin’e maruzakilan bireylerde kontrollere
oranla ve giinler arasinda’ P<0,000 seviyesinde anlamh farkliliklar gézlesgtini
(Bkz. Sekil 3.11).

3.4.3. Metil-paratiyon etkisi

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi 100 ul/It metil-paratiyon’a maruz birakilan
L. profundicolabireylerinde ChE aktivite ggsimi ATC, PTC ve BTC substratlar
kullanilarak tespit edildi. Kontrol grupla kalastirildiginda her ¢ substrat icinde
yiiksek derecede inhibisyon gozlenttihibisyonun 1. giinden 4. giine gittikge &rtti
tespit edildi. Metil-paratiyon’unL. profundicola sitozolik AChE, PChE ve BChE

aktiviteleri Gizerine etkis$ekil 3.12'de verilmgtir.

O AChE-Kontrol

10000 B AChE-Metil-Paratiyon
_ 9000 - % O PChE-Kontrol
= Ml Darar
% 8000 - ‘} . B PChE-Metil-Paratiyon
e O BChE-Kontrol
S 7000- En _ |
g @ BChE-Metil-Paratiyon
% 6000 -
S 5000- T _ 1 T
'373 4000 - B
S 3000
<
4 2000-
e
O 1000+

O !l_'f_i_- b b
1. Gln 2. GUn 3. Gun 4. Gun

Sekil 3.12 Metil-paratiyon’a maruz birakilab. profundicolabireylerinde AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri dg@simi
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Materyal ve Metotta tanimlangligibi 100 pl/lt metil-paratiyon’a maruz birakilan
L. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri sajota Her bir nokta
en az iki set deney ve her bir deney en az birditimlerin ortalamalari alinarak

verilmistir.

Yapilan One Way Anova analizleri sonucuprofundicolasitozolik AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri arasinda metil-paratiyon’a oaibirakilan bireylerde kontrollere
oranla” P<0,000 seviyesinde anlamli farkliliklar gozlestini Ayrica, AChE ve
PChE aktivitelerinde giinler asasinda P<0,000 seviyesinde farklilik gdzlenirken
BChE aktivitesinde bir fark gozlenmegtir (Bkz. Sekil 3.12).

3.4.4. Atk camur etkisi

Materyal ve Metotta tanimlangligibi 1:1 seyreltilmg atik camura maruz birakilan
L. profundicolabireylerinde ChE aktivite dgsimi ATC, PTC ve BTC substratlar
kullanilarak tespit edildi. Atik camuruh. profundicola sitozolik AChE, PChE ve
BChE aktiviteleri Gizerine etkisiekil 3.13'te verilmstir.

O AChE-Kontrol

10000+
B AChE-Atik Camur
= 9000~ O PChE-Kontrol
% 8000 B PChE-Atik Camur
g 7000 - 0O BChE-Kontrol
_\E 6000 - B BChE-Atik Camur
©
o _
é 5000
‘B 4000 -
g
= 3000~
<
N 2000 -
e
O 1000 -
0

1. Gun 2. Gun 3. Gun

Sekil 3.13 Atik camura maruz birakilai.. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve
BChE aktiviteleri dgisimi
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Materyal ve Metotta tanimlangligibi 1:1 oraninda seyreltilgiatik camura maruz
birakilan L. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri sajota Her
bir nokta en az iki set deney ve her bir deney 2rbia ¢ift dlclimlerin ortalamalari

alinarak verilmgtir.

Yapilan One Way Anova analizleri sonucuprofundicolasitozolik AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri arasinda atik camura marualblan bireylerde ve ginler arasinda

istatistiki acidan anlamli bir fark bulunamaim (Bkz. Sekil 3.13).
3.4.5. Atk su etkisi

Materyal ve Metotta tanimlagh gibi 1:1 oraninda seyreltilgiatik suya maruz
birakilan L. profundicola bireylerinde ChE aktivite dgsimi ATC, PTC ve BTC
substratlari kullanilarak tespit edildi. Kontrolugta kasilastirildiginda her ¢ substrat
icinde inhibisyon g6zlenmedi. Atik suyun profundicolasitozolik AChE, PChE ve
BChE aktiviteleri Uzerine etkisiekil 3.14'te verilmgtir.

10000 O AChE-Kontrol
B AChE-Atik Su
90007 O PChE-Kontrol
S 8000 B PChE-Atik Su
6 -
2 7000- O BChE-Kontrol
o E BChE-Atik Su
= |
< 6000
<
D 5000
2
'g 4000
S 3000- o oy o
'
<
4 2000+
<
O  1000-
0

1. Giun 2. GlUn 3. Gln
Sekil 3.14 Atik suya maruz birakilanL. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve
BChE aktiviteleri dgisimi

Materyal ve Metotta tanimlangi gibi 1:1 oraninda seyreltilmiatik suya maruz
birakilan L. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri sayota Her
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bir nokta iki set deney ve her bir deney en azchitrolgimlerin ortalamalari alinarak

verilmistir.

Yapilan One Way Anova analizleri sonucuprofundicolasitozolik AChE, PChE
ve BChE aktiviteleri arasinda atik suya maruz blaakbireylerde ve gunler arasinda
istatistiki acidan anlamli bir fark bulunamaim (Bkz. Sekil 3.14).

3.5. Ciruksu Cayi Uzerinde Belirlenenistasyonlardan ToplananL. profundicola

Bireylerinde ChE Aktivite Degisimleri

Curuksu Cayi Uzerinde, organik Kkirlilik derecesigére belirlenen Guzelkdy,
Korucuk ve Sgma istasyonlarindan toplanabh. profundicola bireylerinde ChE
aktiviteleri ATC, PTC ve BTC substratlari kullarrdé saptandi. AChE, PChE ve
BChE aktivitelerinin tarimsal ve endustriyel ordankirlilik varli g distndlen
Guzelkoy istasyonundan @na istasyonuna gidildikce azatditespit edildi. Ug farkli
istasyondan toplanah. profundicolabireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri
Sekil 3.15’de verilmitir.

W AChE
B PChE

— 12000 B BChE

3

S 10000

o

3

E 8000

3

S 6000

& 4000~

=

< 2000-

L

e

@) 0 - —

Guzelkdy Korucuk Sigma

L. profundicola Toplama Istasyonlari

Sekil 3.15Farkh bolgelerden toplandn profundicolabireylerinde ChE aktiviteleri
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Yapilan One Way Anova ve Two Sample T Testi amaliztonucu Guzelkdy,
Korucuk ve Sgma istasyonlarindan toplanan profundicolasitozolik ChE aktiviteleri
arasinda P<0,000 seviyelerinde anlamh farkhliklawlunmutur. Sitozolik AChE
aktiviteleri, Guzelkdéy-Sima ve Gulzelkdy-Korucuk istasyonlari arasinda P<@,00
Korucuk-Sgma istasyonlari arasinda P<0,005; sitozolik PChitviederi, Gluzelkoy-
Sigma ve Gulzelkdy-Korucuk istasyonlari arasinda P<@,0Korucuk-Sgma
istasyonlari arasinda P<0,058; sitozolik BChE atdieri ise Guzelkdy-@ma ve
Guzelkdy-Korucuk istasyonlari arasinda P<0,000,ukok-Sgma istasyonlari arasinda
P<0,014 bulunmgiur (Bkz.Sekil 3.15).

3.6. L. profundicola Mikrozomal EROD Aktiviteleri

Metomil, deltametrin, metil-paratiyon, atik camue atik suya maruz birakildn
profundicolamikrozomlarinda sitokrom P4501A1 tarafindan kagkdilen EROD, 7-
etoksirezorufin substrati kullanilarak Materyal Metot'ta tanimlandii gibi Burke ve
Mayer (1974) metoduna dayanarak optimize edilem@xe Sen (1994)'e gore tespit
edildi. EROD aktivitelerSekil 3.16, 17, 18, 19, 20’de verilgtir.

fq:; 45 - . B Kontrol
o - O Metomil
o 4 -

3

> 351
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S

N 3

[¢)

T 25 .

£

g 27
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=

kY 1-

<

&) J

o 05

vd

L 0 -

1. Giun 2. Gun

Sekil 3.16 Metomil'e maruz birakilanL. profundicola mikrozomlarinda EROD
aktiviteleri
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Yapilan One Way Anova analizleri sonucu kontrollemanla metomil'e maruz
birakilanL. profundicolamikrozomal EROD aktiviteleri arasind®<0,05 seviyesinde
anlaml farkhliklar bulunmstur. Glnler arasi mikrozomal EROD aktivitelerinc i
anlamli bir fark bulunmargtir (Bkz. Sekil 3.16).

6 - W Kontrol
* E Deltametrin
*
5 |
4 - *

EROD Aktivi tesi (pmol Rez./dak/mg protein

1. Gin 2. Gln 3. Gln 4. GUn

Sekil 3.17 Deltametrin’e maruz birakilah. profundicola mikrozomlarinda EROD
aktiviteleri

Yapilan One Way Anova analizleri sonucu kontrolleranla deltametrin’e maruz
birakilan L. profundicola mikrozomal EROD aktiviteleri arasindaP<0,05 ve
" P<0,002 seviyelerinde istatistiksel olarak anlarfdrklar bulunmygtur. Gunler
arasindaki EROD aktivitelerinde ise anlamli bikfAulunmamgtir (Bkz. Sekil 3.17).

Yapilan One Way Anova analizleri sonucu kontrollemanla metil-paratiyon’a
maruz birakilanL. profundicolamikrozomal EROD aktiviteleri arasinda P<0,002
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli farklidkbulunmytur (Bkz Sekil 3.18).
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Sekil 3.18 Metil-paratiyon’a maruz birakilah. profundicolamikrozomlarinda EROD
aktiviteleri

7 B Kontrol

* O Atik Camur
6 _
5 _

*kk

. |
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1. Gun 2. Gun 3. Gun

Sekil 3.19 Atk camura maruz birakilah. profundicola mikrozomlarinda EROD
aktiviteleri
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Yapilan One Way Anova analizleri sonucu kontrolleranla atik gamura maruz
birakilanL. profundicolamikrozomal EROD aktiviteleri arasind®<0,05, P<0,005 ve
" P<0,002 seviyelerinde istatistiksel olarak anlarfdrklar bulunmgtur. Gunler

arasindaki EROD aktivitelerinde ise anlamli bikfAulunmamgtir (Bkz. Sekil 3.19).
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1. GlUn 2. Gln 3. Giln

Sekil 3.20 Atik suya maruz birakilarL. profundicola mikrozomlarinda EROD
aktiviteleri

Yapilan One Way Anova analizleri sonucu kontrollemanla atik suya maruz
birakilanL. profundicolamikrozomal EROD aktiviteleri arasind®<0,05, P<0,005 ve
" P<0,002 seviyelerinde istatistiksel olarak anlahit farklar bulunmgtur. Gunler
arasindaki EROD aktivitelerinde ise anlamli bikkfAulunmamgtir (Bkz. Sekil 3.20).

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi metomil, deltametrin, metil-paratiyon, atik
camur ve atik suya maruz birakilanL. profundicola mikrozomlarinda EROD
aktiviteleri saptandi. Her bir nokta en az iki senhey ve her bir deney en az bir cift

Olcimlerin ortalamalari alinarak verilgtir.
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3.7. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western BlotAnalizleri

Materyal ve Metotta tanimlang gibi yapilan SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
ve Western blot analizlerinde jel kuyularina yildemumunelerin kodlamalariyla, elde

edilen jel ve membranlarin gorintulesagida verilmatir.

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi yapilan SDS-poliakrilamid jel
elektroforezinde; Kuyul Standart Proteinler [BSA (M66 000), katalaz (M60 000),
yumurta albumini (M 45 000), gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz, (86 000) ve
sitokrom ¢ (M 11 700)]; kuyw2 3-MC-Rat; kuyu3 L. profundicolakontrol; kuyu4 L.
profundicolaatik ¢amur; kuyu5 L. profundicolaatik su; kuyu6 L. profundicola
deltametrin; kuyur7 L. profundicolametomil; kuyu8 L. profundicolametil-paratiyon

mikrozomlarini icermektedir. Elde edilen SDS-poftikmid jelinin goruntisiSexkil

3.21’de verilmtir.

Sekil 3.21 Metomil, deltametrin, metil-paratiyon, petrokimghsatik camur ve suya
maruz birakilan L. profundicoldar ile 3-MC-Rat mikrozomlarinda SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi
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Materyal ve Metotta tanimlangli gibi, anti-Rat CYP1Al IgG ve anti-Rat CYP4A
IgG kullanilarak yapilan Western blot analizlerinigiygulanan SDS-poliakrilamid jel
elektroforezinde; Kuyd Standart Proteinler [BSA (M66 000), katalaz (M60 000),
yumurta albumini (M 45 000), gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz, (86 000) ve
sitokrom ¢ (M 11 700)]; kuyu2 kontrol Rat; kuyu3 3-MC-Rat; kuyu4 kontrol L.
profundicolg kuyu 5 L. profundicolaatik ¢camur; kuyu6 L. profundicolaatik su

mikrozomlarini icermektedir.Sekil 3.22’de goruntisu verilen SDS-poliakrilamid

jelinin benzeri Western blot analizleri igcin kuliémistir.

Sekil 3.22 Petrokimyasal atik camur ve suya maruz biraklaprofundicolalar ile rat
mikrozomlarinda SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

Materyal ve Metotta tanimlangligibi Nitroseliloz membran anti-Rat CYP1Al IgG
ve anti-Rat CYP4A IgG ile oda sicakinda 2 sa sireyle inkiibe edildi, daha sonra anti-
Rabbit IgG-ALP ile konjuge olan ikincil antikor ilé sa inkibe edildi. Spesifik olarak
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baglanan antikorlarin gorintilenmesi Materyal ve Metotanimlanan substrat

solisyonunda blot’'in inkiibasyonu sonucu yapildi.

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi anti-Rat CYP1A1 IgG kullanilarak yapilan
Western blot analizlerindel, Standart Proteinler [BSA (M66 000), katalaz (M60
000), yumurta albumini (W45 000), gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz @@ 000) ve
sitokrom ¢ (M 11 700)];2 kontrol Rat;3 3-MC-Rat;4 kontrol L. profundicola 5 L.
profundicolaatik ¢amur; 6 L. profundicolaattk su mikrozomlarinin yuklengii
kuyulari gostermektedir. Anti-Rat CYP1A1l IgG kullerak yapilan Western blot
analizlerinde 3-MC-Rat mikrozomlarini igceren 3 ndduyucukta bir bant gozlenirken
kontrol Rat ve kontrolL. profundicolaile atik su ve camura maruz birakilén
profundicola mikrozomlarini iceren @er kuyucuklarda herhangi bir bant

gOzlenmemitir (Bkz. Sekil 3.23).

s 20 3T 4TSS

Sekil 3.23 Petrokimyasal atik camur ve suya maruz birakilaprofundicolalar ile rat
mikrozomlarinda sitokrom P4501A1'in poliklonal aRat CYP1Al I1gG
kullanilarak immunoblot analizleri

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi anti-Rat CYP4A 1gG kullanilarak yapilan
Western blot analizlerindel, Standart Proteinler [BSA (M66 000), katalaz (M60
000), yumurta albumini (W45 000), gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz @@ 000) ve
sitokrom ¢ (M 11 700)];2 kontrol Rat;3 3-MC-Rat;4 kontrol L. profundicola 5 L.



63

profundicolaatik camur; 6 L. profundicolaatik su mikrozomlarinin yuklengii

kuyulan goéstermektedir. Anti-Rat CYP4A 1gG kullarak yapilan Western blot
analizlerinde 3-MC-Rat, kontrol Rat ve kontial profundicolaile atik su ve ¢camura
maruz birakilarL. profundicolamikrozomlarini iceren kuyucuklarda herhangi bintba

gOzlenmemitir (Bkz. Sekil 3.24).

Sekil 3.24 Petrokimyasal atik camur ve suya maruz birakilaprofundicoldar ile rat
mikrozomlarinda sitokrom P4504A'nin poliklonal afat CYP4Al1,2,3 1gG
kullanilarak immunoblot analizleri
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4. TARTI SMA

Her gecen glun artan sanayi kugldminin endustriyel atik sularinin ve evsel atik
sularin deniz, g6l ya da nehirlerimize verilmesitkib zararlilari ile micadelede
kullanilan ve canli organizmalar Uzerinde toksik Warsinojenik etkiye sahip
insektisitler, herbisitler gibi ¢éli pestisitlerin kullaniminin artmasi ile artaegesel
kirlilik bircok canh tarinin ygamini tehlikeye sokmaktadir. Yirmibirinci ylzyilan
blyuk sorunlarindan biri olan kullanilabilir su keaklarinin tiketiminin artmasina
ragmen, tum canlilarin yami igin zorunlu su kaynaklarinin akuatik alanldearj
edilen atik sular, icerdiklerigar metaller, toksik bilgikler, azotlu ve karbonlu organik
ve inorganik bilgikler ile kirletiimesi bazi canli turlerinin dlimén toleransh turlerde
ise fizyolojik ve morfolojik dgisimlere neden olmaktadir. Ayrica tath su sistemleri
mahsulii koruma amacli yapilan kasitli uygulamalar bdceklerin kontroli ya da
dokulme, arazi drenaji, sdruklenme gibi kasitsizgulgmalarla insektisitlerce
kirletilebilmektedir (Day ve Scott 1990, Crane V@95, Crane vd 2002). Boylece, nehir
ve gollerde ygayan akuatik invertebratlar subletalden letalgigin caitli insektisit
konsantrasyonlarina maruz kalabilmektedirler (Cramme 2002). Yuksek insektisit
konsantrasyonlari sudaki invertebrat komuniteleriatkiienmesine neden olmaktadir
(Maycock vd 2003).

Su, sediment ya da uygun biyomarkér organizmaldefkularak gelstirilen cesitli
metodlarla kirliligin boyutlari saptanabilmektedir. Ozellikle enzintigike 6lctimleri ile
disik seviyelerdeki kirlilgi saptamak igin kullanilan biyomarkdrlar, akuatik
ekosistemlerin ekolojik risk @erlendirmelerinde gittikge daha fazla kullaniimakta
Bu biyomarkoérlar, pestisitler gibi ksenobiyotikleraeden olunan etkileri ve maruziyet
oranini  saptamak icin potansiyel ©6neme sahiptirleBoylece, biyolojik
organizasyonlarda yuksek seviyelerdeki potansiyalarz etkileri icin erken tespit
yapiims olur (McCarthy ve Shugart 1990, Callaghan vd 20@itli tipte cevresel
kirleticilere maruz kalan canlilarda, 6zellikle letterde, direng mekanizmasi ile ilgili
enzimlerden Esterazlar, Glutathion-S-Transferazl®450 Monooksijenazlar ve

Hidrolazlar en ¢ok kullanilanlaridir.
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Esterazlardan ester ve amidsbaceren geni cssitlilikteki ilaglarin hidrolizini
katalizleyen CakE ve ChE’lar OP insektisitlerininsok metabolitleri ile tersinmez
olarak inhibe edilmektedirler (Satoh 2005). Karhbtbsterazlar, piretroid ve
organofosfat bilgkleri daha az toksik metabolitlere hidrolize edergiretroid
toksisitesini reduklemektedirler (Abernathy ve @asil973, Wheelock vd 2004,
Wheelock vd 2005)O0P insektisitler en énemli toksikolojik etkileriresterazlarin
merkezi sinir sisteminde geri dgiiimsiiz fosforilasyonu ile glamaktadirlar (Aldridge
ve Reiner 1972; WHO 1986, Sogorb ve Vilanova 20@2)ChE aktivitesi ya sucul
cevrelerin bu bilgklerce kirletildigine ya da baliklarin bu bi&lere maruz kaldiina
dair bir biyoindikator olarak kullaniimaktadir (Zhvd 1991, Chuiko vd 2003). AChE,
invertebrat zararlilarin kontrolu icin kullanilanganofosfatlar (OP) ve karbamatlar gibi
norotoksik pestisitlerin primer hedefidir (Hass&90, Callaghan vd 2002, Frasco vd
2006). OP’lar norotransmitter asetilkolini hidr@izeden AChE’in aktif bdlgesine
(Aldridge 1950, Aldridge ve Rainer 1972, Murphy 89%ukuto 1990, Rachinsky vd
1990, Sussman vd 1991, Kardos ve Sultatos 200qdtasekara ve Pathiratne 2006)
aktif okson metabolitleri ile (klorofiyrifos-oksomaraokson gibi) tersinmez biekilde
baglanmaktadirlar (Habig ve DiGiulio 1991, Callaghath 001, Callaghan vd 2002,
Sogorb ve Vilanova 2002, Cheng vd 2004, KousbaG@2Wang vd 2004). Malatiyon
gibi fosforoditiyoatlar ya da klorfiyrifos ve metilaratiyon gibi fosforotiyoatlar
sitokrom P450 baml monooksijenazlar (sulfoksidasyon) tarafindaiyobktive
edilirler ve olgan okson anolgu daha potansiyel AChE inhibitoradur (Chambers
1992). Norotoksik bilgklerce AChE inhibisyonu pestisitlere maruziyet kenlarin
etkileri icin bir biyomarkor olarak diada ve insanlarda siklikla kullaniimaktadir
(Thompson 1991, Crane vd 1995, Carr ve Chamber§, ®ps vd 1997, Dembélé vd
2000, Kirby vd 2000, Kheir vd 2001, Crane vd 2008,la Torre vd 2002, Forget vd
2003, Frasco vd 2006). Ozellikle baliklarda AChRivatesi inhibisyonu bir cok
calismada OP ve karbamat pestisit maruziyetinin tegetikullaniimaktadir (Zinkl vd
1987, Galgani vd 1992, Beyers ve Sikoski 1994, étom vd 2003). Catli
invertebratlarda da AChE aktivite dlciumleri OP omyetinin saptanmasinda bir
biyomarkdr olarak kullanilingtir (Karnak ve Collins 1974, Detra ve Collins 198&y
ve Scott 1990, Crane vd 1995, Ibrahim vd 1998, r8tue Hansen 1999, Callaghan vd
2001).
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ChE 06zelliklerinin turden ture farklilik gostermesgdeni ile tirlerin bir biyomarkér
olarak kullanilabilirlgi icin ©ncelikli olarak tdrlerde bulunan enzimin pitiin

karakterize edilmesi onemlidir.

Yapilan calgmalarimiz sonucundaBuyik Menderes Nehri’nin bir kolu olan
Curuksu Cay’l Uzerinde belirlenensgé istasyonlardan toplanan oligoketmnodrilus
profundicoldlarda sitozolik kolinesteraz (ChE) aktivitesi, &kgokolin (ATC),
propiyoniltiyokolin  (PTC) ve butiriltiyokolin (BTC) substratlari  kullanilarak
karakterize edilnstir. Belirlenen optimum protein konsantrasyonu, psicaklik,
substrat konsantrasyonu ile Lineweaver-Burk grdfullanilarak belirlenenmax ve Ky,
degerleri ve calgilan in vitro paraokson-metil inhibisyon kinetikleri Tablo 4.1'de

verilmektedir.

Tablo 4.1 Curuksu Cayi Uzerinden toplanknprofundicolabireylerinde sitozolik ChE
karakterizasyonu verileri via vitro paraoxon-metil inhibisyonu

2| % |2 |- 2| = g £ 8
£ 'qE) S, = o g 5 = . a s c
N |5 8 | 3 °c B3 7 | E = 3 >
TR~ = > 28 F =25 33

< =) £ = X S c =

2 O 2 3 o S £

o = % 3 o

X 8_ S
AChE 50 8,50 35 7,5 1,202 8636 Ksik tip
PChE| 50 850 35 5 0,537 6064  Kaik tip
BChE| 100 8,50 35 25 | 0560 3065  Kaktip

Bizim calsmalarimiza benzegekilde farkh invertebrat tdrleri ile farkh ChE
substratlar konsantrasyonlari ile yapilan ChE kar&zasyonu ¢cajmalarinda cgtli
sonugclar elde edilrgiir. Bunlara gore, Bellanger vd (1998)'de invertbcephalopod
Sepia officinalide beyin ChE aktivite 6lctimlerinde 0,3 mM ATC, IMBTC ve 0,3
mM PTC substrat son konsantrasyonlari ile 1,5 mMNBTve 20 mM fosfat tamponu
pH 7 iceren reaksiyon ortami kullanigtr. Farkli beyin bolimlerinde saptanan
aktiviteler, AChE igin 13,4-75,9umol/sa/mg protein, BChE i¢in 4-38mol/sa/mg
protein ve PChE icin 11,1-50,8mol/sa/mg protein olarak bulungtur. Talesa vd
(1993a) ve Scaps vd (1996)’'da ChE aktiviteleri AGREhE>BChE seklinde



67

bulunmuytur. Bizim calgmalarimizda da kullanilan tG¢ ChE substrati icinivatiet
deserleri arasinda benzer siki bulunmutur. Palaemon serratugy6zlerinden elde
edilen saflatirilmis numunelerde ChE aktivitelerinin gaghada kullanilan substratlar
icin ATC>ABMTC>PTCseklinde oldgu, BTC'nin ise hidrolize edilmedi bulunmu,
ATC ve ABMTC’de yluksek konsantrasyonlarda enzimatik inhibrsygozlenmytir
(Frasco vd 2006, Maxwell vd 2006). Marcel vd (1988)Drosophila melanogast&te
aseltiltiyokolin, butiriltiyokolin, propiyoniltiyololin, asetilf-metiltiyokolin ve o-
nitrofenil asetat igirKm1 ve Ky deserlerini sirasiyla 2,95-84; 26-273; 6,8-441; 8,5-66
ve 61-3485uM olarak bulunmsgtur. Rao vd (2003) yagh calsmada toprak solucani
Eisenia foetidala ATC substrati ile&K, 0,228 MM veVnax 0,025 olarak bulunnguve
klorfiyrifos ile inhibisyonda kompetatif inhibisyogdzlendgi bildirilmi stir.

Cheng vd (2004)te Liposcelis bostrychophilave Liposcelis entomophila
bdceklerinde ChE aktivite dlgciimlerinde 0,1 M fostammponu pH 8,0 kullanilarak 37
°C'de 30 dak inkiibasyon sonrasi 412 nm'de 5 dalesstice takip edilen AChE
aktivitelerinde iki canl icin sirasiyl, 0,24 ve 0,23 mMYpaxise 0.17 ve 0,16 Optik
yogunluk/mg protein/30 dak bulunrsiur. Wang vd (2004)'te iseLiposcelis
bostrychophilave Liposcelis entomophiléd6ceklerinde ChE aktivitesi 1,5 mM ATC
substratl, 1 mM DTNB ve 0,1 M fosfat tamponu pH Bullanilarak 37 °C'de 30 dak
inkiibasyon sonrasi 412 nm’de 5 dak suresince tdilnis ve iki canli igin sirasiyla
Km 0,24 ve 0,23 mMVnyax ise 0.17 ve 0,16 Optik gonluk/mg protein/30 dak
bulunmutur. Bizim ¢alsmalarimizda da benzeekilde optimum pH 8,5 ve sicaklik 35

°C olarak bulunmgtur.

Azinfos-metil direncli elma guvesCydia pomonella(L.), aldikarb, pirimikarb,
dekametonyum, edrofonyum ve d-tubokunarin gibi AGhigbitorleri potasyum fosfat
tamponunda c¢ozulerek, karbaril, paraokson, klafbgrokson ve azinfos-metil-okson
ise etanolde ¢ozllerek enzim homojenati, fosfaptama ve DTNB iceren kagm ile 4
°C’de 20 dak inkube edilmive ATC, PTC ve BTC substratlarinin ilavesi ilglaailan
enzimatik reksiyon sonucu tim inhibitérlerde kongiét inhibisyon go6zlennstir.
Azinfos-metil’e direncli ve hassas turlerle yapilgadsmada, ATC substrati icin hassas
bireylerdeKy,, 0,5 mM, Vinax 159,8; direncli bireylerde is&, 0,9 mM, Vinax 106; PTC
substrati icin hassas bireylerdg 0,9 mM, Vinax 136,6; direncli bireylerde sk, 1,3,
Vmax 79,9 olarak bulunmgur. AChE aktivitesi 10 mM'in Uzerindeki substrat
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konsantrasyonunda ATC substrati ile inhibisyongatken PTC substrati ile bir
inhibisyon gozlenmergiir. BTC substrati ise elma guvesi AChE'l ile gid#i
hidrolize olmytur (Reuveny ve Cohen 2004). Kristoff vd (2006) dgastropod
Biophalaria glabrata ve oligoket Lumbriculus variegatus bireylerinde ChE
karakterizasyonu reaksiyon ortamina 100 mM fostatgonu pH 8; 0,2 mM DTNB ve
0,75 mM ATC/1,5 mM BTC eklenerek yapilgtir. Her iki canlida da ytksek enzimatik
aktivite bizim calgmalarimiza benzersekilde ATC substratinda go6zlengtir.
Biophalaria glabratada ATC substrati ile ytksek aktivite gdzlenirken BTGbstrati
ile oldukca dguk aktivite gOzlennstir. Bizim calsmalarimizda da BTC substrati ile
daha dgik aktivite goOzlenmtir. Lumbriculus variegatusa ise Biophalaria
glabrataya oranla her iki substratla daha yiksek aktigidglenmgtir. Sonu¢ olarak iki
invertebrat tird arasinda enzim tipi, subselulakasyonu ve ChE aktiviteleri
bakimindan farkliliklar bulunngtur.

Canlilarda birden fazla ChE bulunabilir ve bu CIlaE’lntikolinesteraz ajanlara
farkli  hassasiyetler gosterebilmektedirler (Krigtofvd 2006). Drosophila
melanogastéde glikolipid ankor yolu ile ampifilik dimer bayla membrana kg
sadece bir ChE bulunurken nematddenorhabditis elegaita U¢ farkli gen substrat
spesifiteleri farkli (Johnson ve Russell 1983,n&am vd 1988) olan g farkli AChE’l
kodlamaktadir (Johnson vd 1981, Marcel vd 1998) péAilik tetramer icin kodlanan bu
genlerden biriin vitro olarak klonlanmy ve ekspres edilrglir (Arpagaus vd 1994,
Marcel vd 1998). Drosophila ve nematod’daki bu iki enzim AChE olarak dikkate
alinabilmektedir. Vertebratlardan farkh olarak B&hE’lar butiriltiyokolini etkili bir
sekilde hidrolize edebilmektedirler (Johnson ve $alis1983, Gnagey vd 1987, Marcel
vd 1998). Yapilan ChE karakterizasyonu gahlarimizda 6zellikle optimum sicagin
tesbitinde, ATC ve PTC substratlari ile birbiriyl@akin iliski g6zlenirken BTC
substrati ile dier iki substrata oranla daha farkh biregdzlenmgtir. ATC ve PTC'de
sicaklik erisi iki pikli, BTC’de ise daha kararl ve gsmeyan bir pik gézlenmiir. Bu
da bize, bu substratlari katalizleyebilen AChE'desgka bir enzim ya da izozimi

olabileceini gostermitir.

L. profundicolasitozolik ChE aktivitesi Uzerine paraokson-metihilsisyon etkisi
ATC, PTC ve BTC substratlari kullanilarak gdimistir. In vitro inhibisyon cagmalari

sonucunda, her bir substratin belirlenen konsaydrdari icin inhibitér konsantrasyonu
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arttikca artan inhibisyon gozlengtir. Elde edilen veriler sonucu cizilen Diskon plot
grafigi ile inhibisyon kinetikleri ¢ikariimgtir. AChE, PChE ve BChE paraoxon-metil
inhibisyonunda tam belirlenememekle birlikte ke tip inhibisyon go6zlenngtir.
AChE, PChE ve BChE inhibisyon tiplerinde ki bu fialrkklarin ve belirsizliklerin
enzimimizin saf enzim olmamasindan kaynaklanabfieckisinilmektedir. Ayrica
esterazlarin gesicssitlilikteki substratlari katalizleyebilg@i ve canh tirlerine goére
spesifikliklerinin ve inhibisyon 6zelliklerinin dgstigi  bilinmektedir. Bunun da,

sonugclarimizdaki farklihiklarin bir nedeni olabiégc distintilmektedir.

Tablo 4.2 Curuksu Cayi Uzerinde belirlenen istasyonlardamatggm L. profundicola
bireylerinde sitozolik ChE aktiviteleri

ChE Aktiviteleri (U/dak/mg protein)

Guzelkoy Korucuk Sgma
AChE 4955 + 583 8021 + 579 9358 + 270
PChE 3040 + 232 4917 + 176 5648 + 457
BChE 1813 + 81 2660 + 54 2835+ 77

Farkll istasyonlardan toplanan (Bkz. Tablo 4.2) metomil, deltametrin, metil-
paratiyon, petrokimyasal atik camur ile suya maituzakilan L. profundicola
bireylerinde (Bkz. Tablo 4.3) sitozolik ChE akteféri ve inhibisyonlart ATC, PTC ve
BTC substratlari kullanilarak tespit edilmeye géhistir . OP ve karbamat pestisitlerce
AChE inhibisyonu bir biyomarkér olarak kullaniimakiir (Bocquené vd 1997). ve
farkli balk turlerinde AChE’In OP’lara spesifik takitesi ve sensitivitesinin gélilik
gosterdgi bulunmutur (Li ve Fan 1996, Chuiko 2000, Chuiko vd 2008gEvd 2004,
Silva Filho vd 2004, Yi vd 2006). Baliklarda (Weik359) ve akuatik invertebratlarda
(Bocquené vd 1991, Day ve Scott 1990) ChE aktivitks azalma anti-ChE maruziyeti
ile ilgilidir ve bir su kontaminasyonu indikatorilavak gosterilmektedir. Sturm vd
(1999), Cajaraville vd (2000) ve De la Torre (209aptgi calsmalara gore baliklarda
AChE’In deniz ve tath su ekosistemlerinin insekiiisce kontaminasyonun

izlenmesinde yararl olgaunu bildirmglerdir (Yi vd 2006).
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Tablo 4.3 Metomil, deltametrin, metil-paratiyon, petrokimyasdik camur ve suya
maruz birakilar.. profundicolabireylerinde sitozolik ChE aktiviteleri

ChE ChE Aktiviteleri (U/dak/mg protein)

Tipi 1. Giin 2. Gin 3. Giin 4. Gin
Kontrol 7559+ 445 | 7184303 | 8533 756 | 7593+ 181
Metomil 1895+ 320 | 3229+ 483
Deltametrin 3420+ 206 @ 4029580 | 5070+ 309 & 5858+ 433

AChE | Metil-paratiyon | 479+ 52 396+ 118 | 3424132 | 250+ 67
Atik camur 7343+ 441 | 6928 140 | 7479 512
Atik su 7465+ 415 | 7283628 | 7592+ 137
Kontrol 4678+ 247 | 4516:139 | 5265+ 396 | 4662+ 234
Metomil 1181+ 403 | 1909 244
Deltametrin 2962+ 419 | 3215393 | 3570t 293 | 4027+ 428
PChE | Metil-paratiyon | 320+72 | 238£29 | 131:48 | 156£43
Atik camur 4422+ 402 | 4070+ 230 | 4253+ 376
Atik su 4423+197 | 4330144 | 4518+ 335
Kontrol 3139+ 170 | 3320:231 | 3633+ 142 | 3430+ 215
Metomil 747+ 84 1560+ 171
Deltametrin 1532+ 191 2167 97 2624+ 23 | 2652+ 155
BChE | Metil-paratiyon | 181+ 34 111+ 31 58+ 17 65+ 17
Atik camur 3009+ 285 | 2934+ 211 | 2972+ 184
Atik su 3063 +219 3150 +368 3241 + 274

Cssitli invertebrat tirlerinin c¢gtli pestisittere maruz birakilmalari ile yapilan
gOzlenytir.
fenitrotiyon ile muamele edilmi kirmizi bataklik kerevitiProcambarus clarkide

calismalarda ChE inhibisyonlari Ornesin; yasam alani  pestisit
muamele 6ncesi AChE aktivitesi 9,4 nmol daing' protein olarak bulunurken
muamele sonrasi 4,2 nmol dakg™ protein bulunmgive AChE'In pestisit maruziyeti
icin bir biyomarkér olarak kullanilabilege saptanmytir (Porte ve Escartin 1997).
Diklorvos, paratiyon ve aldikarb’a maruz birakignibaphnia magnase Chironomus

riparius bireylerinde kontrollere oranla ChE inhibisyonu tsaymstir. Olumsiizlik
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ECsy degerleri Daphnia magnaigin paratiyon’da %98,9, diklorvos'ta %75,5,
aldikarb’da %77,9 bulunurkenChironomus riparius icin paratiyon’da %84,
diklorvos'ta %77-83, aldikarb’da %53 bulungtur (Sturm ve Hansen 1999). Kheir vd
(2001)'de, permetrin, ¢inko, pirimifos-metil ve tlan’a maruz birakila€hironomus
riparius bireylerinde 24 sa ve 48 sallik pirimifos-metil roaiyetinde AChE
inhibisyonu gozlenirken permetrin ve c¢inko’ya mardarakilanlarda bir etki
saptanmamngtir. 24 ve 48 sallik bireylerde 1 ve 5ug/g pirimifos-metil
konsantrasyonlarinda yuksek AChE inhibisyonu gdmigtir. Ayrica 24 sa lindan’a
maruz birakilan larvalarda AChE aktivitesinde onefiautkliliklar bulunmutur. Fakat
lindan’in spesifik bir kolinesteraz inhibitéri olmasi nedeniyle inhibisyon monotonik
bulunmamg ve 5 ug/ghk yliksek konsantrasyonda anlamli bir inhilbey
g6zlenmemitir. Benzersekilde 48 ve 96 saat 0, 5, 10 ve 50 ng/g OP insi¢ktiimifos-
metil'’e maruz birakilail€hironomus ripariudarvalarinda, AChE aktivitelerinde yuksek
derecede anlaml farkhilik bulunmgtur. 10 ng/g insektisite maruz birakilan larvalarda
AChE aktivitesi rediklenngi 50ng/g’da ise larvalar o6lmngtiir (Crane vd 2002).
Dogrulugu ortaya konmgtur ki OP Chironomus ripariusireylerinde ChE aktivitesini
inhibe etmektedir (Callaghan vd 2001, 2002, DetalCwllins 1991, Ibrahim vd 1998,
Crane vd 2002) ve Chironomid’lerde AChE inhibisyogugcli bir biyomarkordir
(Callaghan vd 2002). Kristoff vd (2006), gastrop®phalaria glabratave oligoket
Lumbriculus variegatusbireylerinde OP pestisit azinfos-metil ile indiké:n ChE
aktivitesinde iki invertebrat tlrinde de 24 ve 48lik in vivo azinfos-metil
maruziyetinde ChE inhibisyonu gozleryim. 72 ve 96 sa’lik maruziyetlerde ise 48
sa’lik maruziyetteki inhibisyona oranla anlaml Miark g6zlenmemstir. Rao vd
(2003)'te  klorfiyrifos’a maruz birakilan toprak sehni Eisenia foetidala
klorfiyrifos’'un konsantrasyon Igamli oldusu ve artan pestisit konsantrasyonlarinda
hayatta kalan ylzdesinin azaldgorilmitar. AChE aktivitesinde 12, 24, 36 ve 48 sa
maruziyette sirasiyla %60, %79, %85 ve %91 arthibisyon gozlenmnstir. Srinivas
vd (2004)'da sipermetrin, fenvalerat, endosulfanpnokrotofus ve Kkuinolfos’a
direnclilikleri test edilen Helicoverpa armigerdarda direngli larvalarda AChE
monokrotofus ve metil-paraokson’da daha duyarluboutur. Ayrica dlcilen esteraz,
fosfataz ve paraokson hidrolaz aktiviteleri hassadara oranla direncli soylarda daha
yluksek bulunmgtur. Kousba vd (2004)'da erkek Sprague-Dawley rattian elde
edilen beyin fraksiyonlari %50 inhibitor konsangraslari tzerinden klorfiyrifos-okson
ve paraokson ile inkibe edilgir. 1 pM Kklorfiyrifos-okson ve paraokson
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konantrasyonlarinda total beyin AChE aktivitesi 3@ inkibasyon sonucu sirasiyla
%30 ve %40 inhibe olmytur. Rat beyin AChE aktivitesi yiksek okson konsasyonu
ile inkibasyonda klorfiyrifos-okson, paraokson’dagiaha in vitro inhibisyon
gostermgtir. Wheelock vd (2005)'de klorfiyrifos ve esfeneght'a maruz birakilan
Sinuk som bak Oncorhynchus tshawytscihaenil bireylerde, 7,3 pg/lt klorfiyrifos’a
maruz birakilan bireylerde beyin ve kas dokusund@d %e %90 AChE inhibisyonu
saptanirken esfenvalerat'ta hicbir etki bulunmgmi Literatir bilgileri ile
karsilastirildiginda benzersekilde bizim calmalarimizda da OP insektisit metil-
paratiyon’a maruz birakilaL. profunicola bireylerinde yuksek ChE inhibisyonu
goOzlenirken sirasiyla karbamat insektisit metonal piretroid insektisit deltametrin’e

maruz birakilan bireylerde dahastid ChE inhibisyonu saptanstir.

da Silva vd (2005)'deCrassostrea rhizophoraenollusklarinda tuzlulgun GST,
G6PDH, CAT ve AChE aktiviteleri nominal konsantraslarda dizel yga maruziyet
sonucu etkisi ¢cadilmis ve 25 ve 15 ppt tuzluluk derecelerinde dizetayanaruziyette
GST aktivitesinde agigozlenirken G6PDH, CAT ve AChE aktivitelerinde farklilk
gozlenmemi ve bu konuda AChE uygun bir biyomarkéor olarak digsemistir. Bizim
calismalarimizda da petrokimyasal atik camur ve suyaumhbrakilanL. profundicola
bireylerinde ChE inhibisyonu g6zlenmeyt.

Artan cevre kirlilgi ile birlikte, cevresel kirleticilerin tim canlirganizmalarda
bulunan ve ilaclar, cevresel Kkirleticileri icerenmiyasallar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi karsinojenler ile pestisitlelbigekzojenik maddelerin (Nelson vd
1996, Crampton vd 1999, Bylund vd 2001, Cui ve I8#a2002, Ranson vd 2002)
sitokrom P450 bamli monooksijenazlar tarafindan metabolize ediimes ceaitli
cevresel kirleticilere maruz kalan bireylerde sfie$?450 izozimlerinin artmasi (Scott
1999, Londofio vd 2004) nedeniyle bu konu ile ilgialsmalar da buylik 6nem
kazanmgtir. Sitokrom P450’ler arasinda sitokrom P4501Adaigtivasyonda dnemli rol
oynamaktadir. Baliklarda sitokrom P4501A proteiaigdinojenlerin biyoaktivasyonu ve
metabolizmasindaki rollerinden (Gelboin 1980, CgnnE982, Stegeman 1995),
cevresel kirlilik icin biyomarkor olarak kullaniimaotansiyellerinden (Goksoyr ve
Forlin 1992, Aring vd 2000) dolayi oldukga gehir sekilde calgiimistir. 3-MC, B(a)P,
TCDD, PCB, PAH ve der halojenli bilgikler sitokrom P4501A1'in guclu

indukleyicileri olarak bilinmektedirler. Fakat bdcsitokrom P450’leri katalizledikleri
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reaksiyonlar ve reaksiyonlarin model indukleyigildyakimindan vertebratlardaki
benzerlerinden farkhidirlar. Vertebrat P4501 indiyitisi, boceklerde etkili dgldir.

Fakat bircok memeli P450 Il ve IV geni indukleyicib6cek P450’lerini de
indiiklemektedir (Ronis ve Hodgson 1989, Sturm vedda 1999).

Tablo 4.4 Metomil, deltametrin, metil-paratiyon, petrokimyasdik camur ve suya
maruz birakilari. profundicolabireylerinde mikrozomal EROD aktiviteleri

Kontrol

Metomil

Deltametrin

Metil-paratiyon

Atik camur
Atik su

1. Gln

1,252+ 0,75
2,980+ 1,20
3,375+ 1,92
3,691+ 0,19
4,362+ 1,87
3,697+ 0,97

2. Gln

1,035 0,67
1,836+ 0,47
3,484+ 1,68
3,188+ 1,69
2,585 0,53
2,62% 0,64

EROD Aktiviteleri (pmol Rez./dak/mg protein)

3. Gln

1,114+ 0,80

2,701 1,20
1,395 0,05
3,678: 0,72
3,608t 0,59

4. Gun

0,375t 0,08

2,566t 0,55
2,376 0,83

Ceitli canhlarla yapilan caimalarda, PAH’lar gibi ksenobiyotiklere maruz kalan
canhlarda EROD aktivitelerinde agtkaydedilmgtir. Achazi vd (1998)'daEisenia

fetida pentoksirezorufin aktivitesi 0,26-1,05 pmol/dak/mgptein, benzoksirezorufin

aktivitesi ise 0,14-0,30 pmol/dak/mg proteiEnchytraous crypticuEROD aktivitesi

ise 2,10-6,18 pmol/dak/mg protein,

pentoksirezorufaktivitesi

ise 1,75-4,78

pmol/dak/mg protein olarak olculngilir. BaP maruziyetinde EROD aktivitesinde %45

induksiyon gozlenirken pentoksirezorufin aktivitede gozlenmengiir. Saflastiriimig

mikrozomal proteinlerle yapilan SDS-PAGE vee(ca fluviatili CYP1A antikoru

kullanilarak yapilan immunokimyasal analizlerdeysingozlenmgtir. Lee (1981)'de

yiyecekleriyle benzo(a)piren ya da poliklorlubiféei’e maruz birakilan polikeiereis

virenslerde sitokrom P450 konsantrasyonlarinda kontrelleoranla 2 kat ast

gOzlenmitir.

Benzer sekilde, petrolle ikinci derece kirletilmi N. virenderde

etoksirezorufin O-deetilaz aktivitesi ¢cajilmis ve referans kurtlara oranla yuksek

aktivite bulunmgtur (Reily vd 1992). BivalfDonax trunculus Patella caerulea

Avicularia gibbosulave Brachidontes variabilianikrozomal EROD aktiviteleri 24-53

pmol/dak/mg protein arasinda (Yawetz vd 19%2anorbis carinatu€£ROD aktivitesi
1,53 + 0,29 nmol/dak/mg protein (Meimberg 1995), pQyidae’ye ait tath su
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baliklarinda EROD aktiviteleri 6-23 pmol/dak/mg o, gokkyagl alabalginda 60-
580 pmol/dak/mg protein, tath su legiede 100-2000 pmol/dak/mg protein (Achazi vd
1994) olarak bulunmyur. Ayrica parafin, antrasen, perilen, 3-MC va rpket
hidrokarbonlarina maruz birakil&mytilus galloprovincialide CYP450, sitokronis ve
NADPH-sitokrom C reduktaz seviyelerinde sugibzlenmstir (Moore vd 1989). Bizim
calismalarimizda da benzeekilde petrokimyasal atik camur ve su ile muameliger

L. profundicola bireylerinde mikrozomal EROD aktivitelerinde artre kontrollere
oranla istatistiksel olarak anlamh farkliliklar lonurken gunler arasinda bir farkhlik
gOzlenmemytir (Bkz. Sekil 3.19, 3.20 ve Tablo 4.4).

OP’lar, balikta kirlilik biyomarkér enzimi olarakudanilan CYP1A'y1 iceren CYP
aktivitesini  baskilamaktadirlar (Flammarion vd 1998Vheelock vd 2005).
Organofosfatlara kam, piretroidlerin metabolizmasi bir detoksifikasy@rosesidir
(Casida ve Quistad 1995, Wheelock vd 2005). ArtanP Caktivitesi boceklerin
piretroidlere direncliginde onemli bir mekanizmadir (Scott 1999). Malatiygibi
fosforoditiyoat’lar ya da klorfiyrifos ve metil-patiyon gibi fosforotiyoat'lar sitokrom
P450 bg ml monooksijenazlar (sulfoksidasyon) tarafind@yobktive edilmektedirler
ve olwan okson anolgu daha potansiyel AChE inhibitoradir (Chambers 1992
Yukselen CYP aktivitesi boceklerin esfenvaleratieren piretroidlere direnglilik
mekanizmasinda onemlidir (Scott 1999, Wheelock 0052. Pestisit fenitrotiyon’a
maruz birakilan kirmizi bataklik kereviBrocambarus clarkide muamele oOncesi
EROD aktivitesi 0,68 + 0,58 pmol dakmg’ protein olarak saptanirken muamele
sonrasi 2,73 + 2,63 pmol diimg® protein olarak saptanstir (Porte ve Escartin
1997). Piretroid insektisit fenobarbitol ve perm@&g maruz birakilanChironomus
riparius bireylerinde EROD aktivitesinin indukledi bulunmutur. Elde edilen
sonuglar, C. riparius bireylerinde EROD aktivitesinin tath su kiriinin
belirlenmesinde uygun biyomarkdrlarin eklenmestégpit edilebilecg@ni gostermstir
(Fisher vd 2003). Bizim sonuclarimizda da bengekilde ayni grup insektisit
deltametrin’e maruz birakilan bireylerde mikrozoni#ROD aktivitelerinde arfive
istatistiksel acidan farkhliklar gézlenirken gunlarasinda bir fark bulunamagnr
(Bkz. Sekil 3.17 ve Tablo 4.4). Wheelock vd (2005)'da sdwadigi Oncorhynchus
tshawytschajuvenil bireyler klorfiyrifos (OP) ve esfenvalergkarbamat)’a maruz
birakiimg CYP1A protein seviyelerinde yuksek dozda klorfigsita %30 ary
gorulurken esfenvalerat'ta bir etki saptanmgmi Dichlorvos, parathion ve aldikarb’a
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maruz birakilarDaphnia magnase Chironomus ripariusbireylerinde ol¢cilen EROD,
MROD ve ECOD aktiviteleri Daphnia magnala saptanamazkerC. riparius
bireylerinde kontrollere oranla EROD, MROD ve ECGQGIRtiviteleri saptannstir.
Paratiyon’un sitokrom P450 pamli enzimler Utzerine bir etkisi saptanamstmi(Sturm
ve Hansen 1999) Bizim camalarimizda da 4 gunluk metil-paratiyon maruziyeéin
Olcilen EROD aktivitelerinde istatistiksel olarafritrollere oranla diizensiz farkliliklar
bulunmytur. Bu nedenle metil-paratiyon maruziyetinde ERGmiksiyonundan
bahsetmemiz hatali olacaktir (Bli§ekil 3.18 ve Tablo 4.4).

Yapilan calgmalardalL. profundicolasitozolik ChE aktivitesi ATC, PTC ve BTC
substratlar kullanilarak karakterize edigmie ChE aktivitesi Gizerine organofosfatli,
karbamatli, piretroidli insektisitlerin etkisi ine@mmis insektisitlerin enzim aktivitesini
onemli derecede inhibe @i bulunmutur. Culruksu Cayi uUzerinde belirlenen
istasyonlardan toplanah. profundicolabireylerinde AChE aktiviteleri dlgulmiive
farkli ortamlardan toplanan bireylerde AChE akeletrinde farkhliklar bulunmgiur.
Yapilan in vivo calsmalar sonucunda 6zellikle metil-paratiyon’a maruzakilan
canllarda kontrol gruba oranla yiksek derecede BPChE ve BChE inhibisyonu
gOzlenmgtir. OP insektisitler ChE’lara geri dogiimsuz olarak hdanmakta ve
inhibisyona neden olmaktadir. Bu nedenle metil{paoa’'un yuksek derecede
inhibisyona neden olmu olabilecgi duUstndlmektedir. Deltametrin  uygulanan
bireylerde metil-paratiyon ve metomil uygulanarellere oranla daha az AChE, PChE
ve BChE inhibisyonu bulunmuve inhibisyonun 3. ve 4. ginlere gla azaldgl
gorulmistar. CaE’lar piretroidleri daha az toksik metaleli¢ donigtirebilmektedirler.
Ayrica sitokrom P450 enzimleri de bu Bilderin detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir. Bu nedenle deltametrin’e maruz blmakbireylerde metomil ve metil-
paratiyon’a oranla daha glik inhibisyon gorildgi distntlmektedir. Metomil'e
maruz birakilan bireylerde de AChE, PChE ve BCHithisyonu gozlenmive 1. giine
oranla 2. giin AChE, PChE ve BChE aktivitelerindiesayozlenmgtir. Bu durum bize
L. profundicolabireylerinin bu tc¢ fakh grup insektisite kadirenc mekanizmalarinin
ve detoksifikasyon proseslerinin farkli enzimlerdeametabolik yollar ile olabilegei
distindurmektedir. Ayricd. profundicolabireyleri temiz ve kirli sularda gayabilen,
sedimentte y@masi ile bircok cevresel Kkirleticiye maruz kalahil ve direng
kazanabilen bir canlidir. Bu 6zellikleri, ksenobiiktere maruz kalarL.. profundicola

bireylerinde cgitli direng mekanizmalarinin gegébileceini diusindirmektedir. Atik
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camur ve atik su uygulanan canlilarda ise ChE iglerinde kontrollere oranla bir fark
bulunamamgtir. PAH’lar gibi csitli petrol tlrevlerini iceren bilgklerin vertebratlarda
CYP1Al aktivitesini indukledi bilinmektedir ama ChE Uzerine metabolik etkisi

bulunmamaktadir.

Ayrica, PAH kirliliginin gostergesi olan Sitokrom P450 1Al1 (CYP1Al)
induksiyonu icin EROD aktivitesi 7-Etoksirezorufsubstrati kullanilarak dl¢tlngive
insektisitlerle, petrokimyasal atiklara maruz bilak bireylerde istatistiksel olarak
farkhliklar bulunmytur. Kontrol olarak 3-MC ile indiklenmirat mikrozomunun
kullanildigir Western blot analizlerinde anti-Rat CYP1Al ve @AP antikorlar
kullaniimis ve L. profundicola mikrozomlarinda bu enzimlerin vath tespit
edilememgtir. 3-MC ile indiklenen Rat mikrozomunda CYP1Alndagozlenirkeri.
profundicola mikrozomlarinda bant gorulmegtir. Bunun anti-Rat CYP1Al ve
CYP4A’nin bizim numunelerimizdeki proteini tanimasmadan ya da EROD
aktivitelerinin ¢cok dguk olmasindan dolay! saptanabileceRyalukta olamamasindan

kaynaklanabilegé distnulmektedir.
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5. SONUC

Menderes Nehri’'nin bir kolu olan Cirtiksu Cay’i Umee belirlenen $ma
istasyonundan elde edildn profundicolabireylerinde ChE aktivitesi ATC, PTC ve
BTC substratlari kullanilarak karakterize editmi Yine Curuksu Cay’t Uzerinde
kirlilik derecesine goére belirlenen 3 farkli istasylan toplananL. profundicola
bireylerinde AChE, PChE ve BChE aktiviteleri dlciiknve aralarinda farkliliklar
bulunmutur.  Kirlilik derecesinin  fazla oldgunu digundigimiz Guzelkdy
istasyonundan toplanan canlilarda ChE aktivitesigdksek inhibisyon go6zlenirken
kirlilik derecesinin daha diiik oldysunu diglindigiimiz Sgma istasyonundan toplanan

canllarda daha @ik inhibisyon bulunmgtur.

Sonug olarak, kirlige duyarsiz olmayan ama direnclilik kazanabilenj e temiz
sularda ygayabilen kozmopolit bir tir olah. profundicolagens ¢ssitlilikteki cevresel
kosullara adapte olabilir ve Kkirlilik ve ekotoksikolkj calismalarda biyomarkor

organizma olarak kullanilabilir.
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