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Özet: Organofosfat (OP) bileşikleri zararlıları ve böcekleri yok etmek için en yaygın kullanılan kimyasal 
maddelerdir. Triklorfon tarımda sebze ve meyve zararlılarına karşı kullanılan bir OP pestisittir. Bu çalışmada 
triklorfona maruz bırakılan Gammarus pulex'in antioksidan tepkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 
Asetilkolinesteraz (AChE), sitokrom P450 (CYP1A1) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktiviteleri, ELISA 
yöntemi kullanılarak mikroplaka okuyucuda ölçülmüştür. 
AChE enzim aktivitesini kontrol ile karşılaştırdığımızda tüm gruplarda (LC50 değerinin 1/8, 1/16 ve 1/32'sini 
içeren A, B ve C konsantrasyon grupları)  24 saat sonra istatistiksel açıdan anlamsız (p>0,05) artmış, 96 saatte ise 
istatistiksel açıdan anlamlı (p<0,05) azalmıştır. Maruziyet süreleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında A ve B 
gruplarındaki azalmanın ancak 96 saatlik süre sonunda anlamlı olduğu görülmüştür (p<0,05). CYP1A1 enzim 
aktivitesi kontrol grubuna göre tüm gruplarda istatistiksel açıdan anlamsız azalmıştır (p>0,05). GST enzim 
aktivitesi her iki grupta da uygulamadan 24 ve 96 saat sonra kontrole göre istatistiksel açıdan anlamlı  (p<0,05) 
artmıştır. 
G. pulex'te triklorfon'a karşı AChE, CYP1A1 ve GST enzim aktivitelerindeki değişimlere bakıldığında bu 
enzimlerin yararlı biyobelirteçler olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıştır.  
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Abstract: Organophosphate (OP) compounds are the most commonly used chemical substances to eliminate pests 
and insects. Trichlorfon is an OP pesticide used in agriculture against vegetable and fruit pests. In this study, it 
was aimed to investigate antioxidant responses of Gammarus pulex exposed to trichlorfon. Acetylcholinesterase 
(AChE), cytochrome P450 (CYP1A1) and glutathione S-transferase (GST) enzyme activities were measured in a 
microplate reader using the ELISA method. 
When we compared AChE enzyme activity with control, it increased in all groups after 24 hours (p>0.05) and 
decreased in 96 hours (p<0.05). When the exposure times were statistically compared, the decrease in the A and 
B groups was found to be significant only at the end of the 96-hour period (p<0.05). CYP1A1 enzyme activity 
decreased in all groups compared to control group (p>0.05). GST enzyme activity was increased in both groups 
after 24 and 96 hours of application compared to control (p<0.05). 
When we look at the changes in AChE, CYP1A1 and GST enzyme activities in G. pulex against trichlorfon, it was 
concluded that these enzymes can be used as useful biomarkers. G. pulex has proven to be an effective bioindicator 
that shows trichlorfon pollution in water. 
Key Words: Trichlorfon, antioxidant enzymes, acetylcholinesterase, Gammarus pulex, oxidative stress. 
 
GİRİŞ 

Triklorfon, kimyasal formülü C4H8Cl3O4P olan organofosfatlı (OP) bir pestisittir. Triklorfon, en 
çok kullanılan bileşiklerden biridir ve orta derecede toksiktir [1]. Normal kullanım koşullarında çok hızlı 
bir şekilde, daha toksik olan ve balık, yengeç ve karides gibi hedef dışı organizmalar için potansiyel bir 
tehdit oluşturan diklorvos formuna hidrolize olur [2-4]. Son yıllarda yüzden fazla farklı OP bileşiği 
sentezlenmiştir. Dünya genelinde veterinerlik, ilaç endüstrisi, hortikültür, tarım ve konut gibi alanlarda 
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yaygın bir şekilde kullanılmaktadır [5]. OP pestisitlerin hedef organizmaya karşı seçiciliği neredeyse 
yoktur ve bu nedenle çoğu hedef dışı organizma üzerinde yüksek derecede akut toksisiteye sahiptir. Bu 
nedenle, OP bileşiklerinin etkileri nedeniyle ekosistemde birçok canlı zehirlenme riski altındadır [6]. 

Ekolojik çalışmalarda incelenmesi gereken bazı biyobelirteçler bulunmaktadır. Bunların 
başlıcaları; kondisyon faktörü, sitokrom P-450 enzimleri, DNA hasarı, asetilkolinesteraz enzim 
aktivitesi, metalotionin sentezi, antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu, vitellojen seviyeleri ve 
histopatolojik incelemelerdir [7]. 

OP insektisitlerin toksik etkileri, kolinesteraz inhibitörleri olarak görülür. Bunlar, asetilkolinin 
nöromüsküler kavşaklarda ve kolinerjik sinapslarda hidrolizini gerçekleştiren AChE'yi inhibe etme 
kapasitesine sahiptir [8]. AChE inhibitörü olarak sonuçta, serbest radikallerin birikimine ve böylece 
hücre hasarına yol açan lipid peroksidasyonu (LPO) başlar [9]. Bu nedenle, beyin AChE aktivitesinin 
inhibisyonu, karasal ve sucul organizmalarda OP'lere maruz kalmanın teşhisi için en yaygın olarak 
kullanılan biyobelirteç olmuştur. Bazı organik sınıfları metabolize ve detoksifiye eden sitokrom P450 
ailesinin önemli bir üyesi olan Sitokrom P450 1A (CYP1A), önemli bir biyobelirteçtir [10-11]. Bu 
kimyasallar CYP1A ekspresyonunu indükleyebilir [12]. Zararlı eksojen maddelere maruz kalma 
sırasında CYP1A ekspresyonu dokularda indüklenir [13]. Bu nedenle, CYP1A toksikolojik yanıtları 
izlemede yaygın olarak kullanılan bir biyobelirteçtir [14]. GST, non-polardaki karbon, kükürt veya azot 
atomları içeren elektrofilik bileşiklerin indirgenmiş glutatyonla konjuge edilmesini katalize eden bir 
enzim grubudur [15]. Bu şekilde, GST ilaçların, pestisitlerin ve diğer ksenobiyotiklerin metabolizmasını 
sağlar. 

Gammaridae familyasına ait tatlı su türleri, geniş bir yayılıma sahip olmaları, kolay 
toplanabilmeleri, kirlenmeye karşı toleransları ve gösterge türler olmaları nedeniyle kirletici maddelerin 
ekolojik toksik etkilerini belirlemek için yaygın olarak kullanılan organizmalardır [16-18]. 

Bu çalışmada, doğal ortamında bir hedef dışı organizma olan Gammarus pulex, triklorfon'a maruz 
bırakılarak oksidatif stres biyobelirteçleri olan AChE, CYP1A1 ve GST aktivitelerinin incelenmesi 
amaçlanmıştır. 
 
MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmanın canlı materyalini oluşturan G. pulex bireyleri, Munzur Üniversitesi Su Ürünleri 
Fakültesi'nde yetiştirilen ergin erkek bireylerden elde edilmiştir. Model organizmalar, laboratuvarda 
18°C'de, 12:12 parlak / karanlık periyotta stok akvaryumlarına yerleştirilmiş ve deneylere kadar söğüt 
yaprakları ile beslenmiştir [18-20]. Stok akvaryum suyu fizikokimyasal parametrelerinden pH, 
çözünmüş oksijen, iletkenlik ve su sıcaklığı, YSI marka Professenional Plus model multiparametre 
cihazı ile günlük olarak ölçülerek kayıt edilmiştir. 

Triklorfon'un ergin G. pulex üzerindeki LC50 (letal konsantrasyon) değeri probit analizi ile 
hesaplanmıştır [21]. Triklorfon'un G. pulex üzerindeki 96 saatlik LC50 değeri belirlenmiştir. Bu amaçla, 
aralık belirleme testleri sonrasında belirlenen konsantrasyonlarda 96 saatlik LC50 değeri hesaplanmıştır. 
Organizmalar daha sonra LC50 değerinin 1/8, 1/16 ve 1/32'si (0,05; 0,025 ve 0,0125mg/L triklorfon) 
oranındaki öldürücü olmayan triklorfon konsantrasyonlarına 24 ve 96 saat boyunca maruz bırakılmıştır 
[21]. Dört uygulama grubu aşağıda açıklandığı gibi tasarlanmıştır: 

Kontrol grubu : Triklorfon içermeyen grup, 
Grup A  : LC50 değerinin 1/8'i oranında triklorfon içeren grup, 
Grup B  : LC50 değerinin 1/16'sı oranında triklorfon içeren grup, 
Grup C  : LC50 değerinin 1/32'si oranında triklorfon içeren grup. 
Aralık belirleme, akut toksisite (LC50) testleri ve deneysel uygulamalar da dahil olmak üzere tüm 

deneysel uygulama testleri üç kez tekrarlanarak gerçekleştirilmiştir. Tüm biyotestlerin her tekrarında on 
organizma kullanılmıştır. Deneysel uygulamalar sırasında, G. pulex bireylerinin beslenmesi 
durdurulmuştur.  

G. pulex bireyleri tartılmış ve AChE için 1/10 w/v, CYP1A1 ve GST için ise 1/5 w/v oranında 
fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS tamponu) eklenerek buz ile homojenizatör kullanılarak homojenize 
edilmiştir. Bu örnekler, bir soğutmalı santrifüjde 15000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifüj edilmiş ve 
elde edilen süpernatantlar -80°C dondurucuda deneyler tamamlanana kadar saklanmıştır. Enzim 
aktiviteleri, The CUSABIO Şirketi'nden satın alınan ELISA kitleri (AChE, CYP1A1 ve GST'nin 
sırasıyla katalog numaraları: CSB-E17001Fh; CSB-EL006395FI ve CSB-EL006395FI) kullanılarak 
belirlenmiştir. 
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İstatistiksel analizler için SPSS versiyon 24.0 yazılımı kullanılmıştır. Akut toksisite testi (96 saatlik 
LC50) SPSS versiyon 24.0 PROBİT analizi kullanılmıştır. Kontrol ve uygulama gruplarının 
biyokimyasal parametrelerindeki değişiklikler, iki yönlü varyans analizi (TWOWAY - ANOVA) ile test 
edilmiştir [20, 22].  
 
BULGULAR 

Stok akvaryum suyu fizikokimyasal parametreleri, pH 7,93±0,41; çözünmüş oksijen 10,79±0,78 
ppm; iletkenlik 3,78±0,23 ms/cm ve su sıcaklığı 18±1°C olarak kayıt edilmiştir. 

Triklorfon'un G. pulex'e karşı LC50 (letal konsantrasyon) değeri, probit analizi ile 0,40±0,06 mg/l 
triklorfon olarak hesaplanmıştır (Tablo 1). 

 
Tablo 1. Triklorfon'un G. pulex üzerindeki akut toksisite (LC50) değerleri 

Tekrar LC50 (mg/L) 
I. 0,359 
II. 0,467 
III. 0,360 
Ortalama 0,400±0,06 

 

  
  

 
 
Şekil 1. G. pulex'in triklorfon'a maruz kaldığı durumlarda a) AChE aktiviteleri (U/ml), b) CYP1A1 
aktiviteleri (pg/ml) ve c) GST aktiviteleri (nmol/dk/ml).  
 

(*) Aynı grupta farklı maruz kalma süreleri arasındaki iki yönlü bağımsız T testine göre istatistiksel 
farklılıkları gösterir; *p<0,05.  
Harfler (a, b, c), aynı maruz kalma süresindeki tüm uygulama grupları arasındaki Duncan'ın çoklu aralık 
testindeki istatistiksel farklılıkları gösterir; a,b,c,d p<0,05.  

AChE aktiviteleri, kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda 24 saat sonra artmıştır (p>0,05). Maruz 
kalma süreleri karşılaştırıldığında, tüm tedavi gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
bulunmamıştır (p>0,05). Ancak, 96 saat sonra, kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda azalmıştır 
(p<0,05). Bu azalma, grup A ve B'de istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Maruz kalma 
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süreleri karşılaştırıldığında, 24 saat sonra A ve B uygulama gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark bulunmuştur (p<0,05) (Şekil 1a). 

CYP1A1 aktiviteleri, kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda 24 ve 96 saat sonra azalmıştır. Bu 
azalma, 24 ve 96 saat sonra tüm tedavi gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05) 
(Şekil 1b). 

GST aktiviteleri, kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda artmıştır. Maruz kalma süreleri (24-96 
saat) karşılaştırıldığında, C grubu hariç tüm maruziyet gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
(p>0,05) bulunmamıştır (Şekil 1c). 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 

Toksikoloji, fiziksel veya kimyasal ajanların canlı organizmalar üzerindeki zararlarını ve yıkıcı 
etkilerini inceler. Bu bağlamda sucul toksikoloji testleri, toksikolojide fiziksel veya kimyasal ajanların 
canlı organizmalar üzerindeki zararlarını ve yıkıcı etkilerini belirlemeyi amaçlamaktadır [23]. Suda 
yaşayan organizmalar üzerinde yapılan toksisite testlerinin temel amacı, bir maddenin hangi 
konsantrasyonda organizmaya zararlı olduğunu belirlemektir. Günümüzde biyoanalizler organizmaların 
fizyolojisi, patolojisi, beslenmesi, davranışlarını kapsarlar. Birçok konuyu aydınlatmak için bir araç 
olarak kullanılmaktadır [24]. LC50 değeri kimyasal maddelerin kısa süreli uygulamalardan dolayı akut 
toksik etkilerinin değerlendirilmesi açısından oldukça önemlidir [25]. Bu çalışmada, test 
organizmasının maruz kalacağı ölümcül olmayan konsantrasyonu belirlemek amacıyla triklorfon'un 96 
saatlik LC50 değeri statik yöntemle belirlenmiştir. 

Triklorfon tarım alanlarında kullanılmakta olup, süzülerek veya toprakla sürüklenerek sulara 
ulaşmaktadır. Sudaki triklorfon balığın derisi ve solungaçlarından emilerek balığın vücuduna geçerek 
öldürücü ve ölümcül etkilere neden olur [4].  

Araştırmacılar G. pulex'teki kolinesteraz (ChE) aktivitesini incelemişlerdir. Sonuçlar G. pulex'in 
asetilkolinesterazın tipik özelliklerini gösteren tek bir ChE'ye sahip olduğunu göstermiştir [26].  Pek 
çok çalışma pestisitlerin AChE aktivitesini engellediğini de bildirmiştir. 

24 saatlik uygulamadan sonra Cyprinus carpio'da triklorfon'a maruz kalmanın AChE aktivitesinde 
%52-57 oranında azalmaya neden olduğu bulunmuştur [27]. Triklorfon uygulaması sonucunda 
AChE'nin Oreochromis niloticus'ta %85 oranında inhibe edildiği bildirilmiştir [4].  Klorpirifos 
insektisitinin G. pulex'te AChE aktivitelerini inhibe ettiği bildirilmiştir [26].  Yapılan bir çalışmada 
atrazin ve endosulfan pestisitlerin birlikte ve ayrı ayrı uygulandığı Gammarus kichneffensis'in AChE 
düzeyleri incelenmiştir.  Çoklu etkilere maruz kalan canlılarda AChE aktivitesinin, pestisitlerin tek 
başına kullanılmasıyla baskılandığı tespit edilmiştir. Atrazin ve indoxacarb'ın etkisi incelendiğinde; 
pestisitlerin çoklu etkilerine 24 ve 48 saatte maruz bırakılan hayvanların enzim aktivitesinin, tek pestisit 
uygulamasına kıyasla önemli ölçüde inhibe olduğu gözlenmiştir [28]. Çalışmamızda AChE aktiviteleri 
24 saat sonra artmış, 96 saat sonra ise azalmıştır. AChE aktivitesindeki azalmanın antikolinesteraz olan 
organofosfatlı insektisitlerin inhibitör etkisinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Ancak bu artışın 
olumsuz bir adaptasyon olduğu ve pestisit direncinin göstergesi olduğu düşünülmektedir [29]. 

CYP1A1, organik kirleticilere maruz kalmanın çok iyi bir biyobelirtecidir. Sitokrom P450'ler 
ksenobiyotik metabolizmasında önemli bir rol oynamaktadır ve metabolizmadaki işlevi, kimyasalların 
toksik etkilerine duyarlılıktaki tür çeşitliliği ile ilişkili olabilir [30-32]. 4 mg/L triklorfon 
maruziyetinden sonra C. carpio L.'de CYP1A aktivitesinde artış olduğu bildirilmiştir [13]. 
Ksenobiyotiklerin varlığı her zaman CYP1A1 düzeylerini artırmayabilir. Bu, ya kirletici 
konsantrasyonun yüksek olduğunu ya da kirleticilerin varlığının CYP1A1'i spesifik olarak inhibe ettiğini 
göstermektedir [33]. Yapılan bir çalışmada farklı örnekleme noktalarından alınan CYP1A enzimlerinin 
gen ekspresyon düzeyleri incelenmiş ve referans bölgeye göre pestisit kullanımının yoğun olduğu tarım 
bölgelerinden örneklenen balıklarda baskılandığı tespit edilmiştir [34]. Çalışmamızda CYP1A1 
aktiviteleri tüm gruplarda kontrol grubuna göre 24 ve 96 saat sonra azalmıştır. 

Karakaya Baraj Gölü'nden alınan sazan karaciğeri üzerinde araştırmacıların yaptıkları bir 
çalışmada pestisit birikiminin GST aktivitesinde artışa neden olabileceğini öne sürülmüştür [35]. Aynı 
çalışma grubu Sarıyar Barajı'nda sazanın karaciğerindeki GST ve CYP aktivitelerini ölçmüş ve pestisit 
kirliliğinin yüksek olduğu Sarıyar'da referans noktasına göre GST aktivitesinin önemli ölçüde yüksek 
olduğunu bulmuştur [36]. Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgular literatürdeki diğer çalışmalarla 
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benzerlik göstermektedir. Artan GST aktivitesi muhtemelen daha yüksek bir triklorfon 
konsantrasyonuna maruz kalma sonrası adaptasyondan kaynaklanmaktadır. 

Bu çalışmada elde edilen verilere göre; tarımda kullanılan triklorfon insektisitinin G. pulex üzerinde 
toksik etki yaptığı düşünülmektedir. G. pulex'te triklorfonun toksik etkilerinin araştırılmasında AChE, 
CYP1A1 ve GST'nin yararlı biyobelirteçler olduğu sonucuna varılmıştır. Bu biyobelirteçlerin 
seviyelerindeki konsantrasyon ve zamana bağlı olarak elde edilen sonuçlar, test organizmasının toksik 
maddeye tepkisinin toksik maddenin konsantrasyonuna ve uygulama süresine göre değiştiğini 
göstermektedir. Bu nedenle bu atıkların sınır değerlere uygunluğu düzenli olarak kontrol edilmeli ve 
toksikolojik veriler dikkate alınarak sınır değerler belirlenmelidir. 
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