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Özet: Bu çalışmanın amacı, tiazolidin’in (Tiazolidin-4-karboksilik asit (4S)-2- (4-

hidroksi-3-metoksifenil) zebra balığı (Danio rerio) solungaç ve karaciğer dokusunda 

asetilkolinesteraz enzim (AChE) aktivitesi ve total protein (TP) düzeyleri üzerindeki 

etkilerinin araştırılmasıdır. Zebra balıkları tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm 

farklı dozlarına 96 saat süreyle maruz bırakılmıştır. AChE enzim aktivitesi karaciğer 

dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz gruplarında, kontrol grubuna 

oranla artmıştır. Solungaç dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz 

gruplarında, kontrol grubuna oranla AChE enzim aktivitesinin azaldığı görülmüştür. 

Total protein seviyesi karaciğer dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm 

doz gruplarında, kontrol grubuna oranla azalmıştır. Solungaç dokusunda ise, tiazolidin’in 

0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz gruplarında, kontrol grubuna oranla total protein 

seviyelerinin önemli sayılabilecek oranda arttığı görülmüştür. Sonuç olarak, bu 

araştırmada tiazolidinin zebra balığı solungaç ve karaciğer dokuları üzerinde az da olsa 

zararlı etkilere neden olabileceği görülmüştür. 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of thiazolidine (4S)-2-(4-

hydroxy-3-methoxyphenyl) thiazolidine-4-carboxylic acid) on acetylcholinesterase 

enzyme (AChE) activity and total protein (TP) levels in zebrafish (Danio rerio) gill and 

liver tissue. Zebrafish were exposed to 0.2 ppm, 0.4 ppm and 0.6 ppm different doses of 

thiazolidine for 96 hours. AChE enzyme activity increased in liver tissue in 0.2 ppm, 0.4 

ppm and 0.6 ppm dose groups of thiazolidine compared to the control group. In the gill 

tissue, AChE enzyme activity was decreased in 0.2 ppm, 0.4 ppm and 0.6 ppm dose 

groups of thiazolidine compared to the control group. Total protein level in liver tissue 

decreased in 0.2 ppm, 0.4 ppm and 0.6 ppm dose groups of thiazolidine compared to the 

control group. In the gill tissue, total protein levels were significantly increased in the 0.2 

ppm, 0.4 ppm and 0.6 ppm dose groups of thiazolidine compared to the control group. In 

conclusion, it was seen that thiazolidine may cause some harmful effects on zebrafish gill 

Keywords 

 Thiazolidine 

 Zebrafish 

 Gill 

 Liver 

 AChE Enzyme Activity 

https://dergipark.org.tr/actaquatr
10.22392/actaquatr.1001378
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:fekayhan@marmara.edu.tr
https://doi.org/10.22392/actaquatr.1001378
https://orcid.org/0000-0001-7754-1356
https://orcid.org/0000-0002-0792-2062
https://orcid.org/0000-0001-8065-217X
https://orcid.org/0000-0001-6309-0208
https://orcid.org/0000-0003-4333-7669
https://orcid.org/0000-0001-6909-316X
https://orcid.org/0000-0002-0243-1432
https://orcid.org/0000-0002-6830-8971


Kayhan vd., 2022 Acta Aquat. Turc., 18(2): 179-186 180 

 

 

 

and liver tissues in this study. 

 

 

  

 

 

1. GİRİŞ 

Bu çalışmanın amacı, tiazolidin’in (Tiazolidin-4-karboksilik asit (4S)-2- (4-hidroksi-3-

metoksifenil) zebra balığı (Danio rerio) solungaç ve karaciğer dokusunda asetilkolinesteraz (AChE) 

enzim aktivitesi ve total protein (TP) düzeyleri üzerindeki etkilerini araştırmaktır. Tiazolidin’ler 

biyoloji, tıp ve farmakolojide kullanılan beş üyeli heterosiklik organik bileşiklerdir (Saxena vd., 2001). 

Tiazolidinler, tiyolün aldehid veya keton ile yoğunlaştırılmasıyla sentezlenir. Bu süreç geri dönüşümlü 

olduğu için tiazolidinler suda tekrar aldehid ve tiole ayrışırlar. Tiazolidin türevleri antimikrobiyal 

aktivite gibi bazı önemli biyolojik ve farmakolojik özelliğe sahiptir (Shanmugapandiyan vd., 2010). 

Bhoot ve arkadaşları yaptıkları çalışmada Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Proteus vulgaris gibi çeşitli bakteri suşları ile Aspergillus niger ve Candida albicans mantarlarını 

kullanarak tiazolidin bileşiklerinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerini gözlemlemişlerdir 

(Bhoot vd., 2006). Gram (+) ve gram (-) bakteri türlerine karşı antibakteriyel aktivitesinin gözlendiği 

başka bir çalışma da mevcuttur (Akbulut vd., 2017). 

Tiazolidin türevleri aynı zamanda antibiyotik, antidiyabetik, antienflamatuvar ve antiepileptik 

aktivitelere de sahiptir. Bu nedenle tiazolidin türevleri çok çeşitli ilaç gruplarının içerisinde bulunur 

(Altan vd., 2006; Silva vd., 2001; Sohda vd., 1982). Örneğin, bir antidiyabetik ilaç olan pioglitazon bir 

adet tiazolidin halkası içerir. Tiazolidin halkası içeren başka bir ilaç ise antibiyotik penisilin’dir. Zebra 

balığı son yıllarda toksikolojik araştırmalarda sıklıkla kullanılan bir omurgalı model organizmadır. 

Genomu, insan genomu ile %70 oranında homolog olduğu için zebra balığı ile çalışmanın bazı önemli 

avantajları vardır. Zebra balığı aynı zamanda çeşitli toksikantlara karşı dayanıklı bir tür olarak da 

bilinmektedir (Zhao vd., 2021). Zebra balığının şeffaf embriyolara sahip olması, bakımının kolay ve 

ucuz olması ve sık yumurtlayan bir tür olması onları araştırma laboratuvarları için ideal bir model 

organizma haline getirmiştir (Zhu vd., 2019; Akbulut vd., 2017; Hanumantharao vd., 2005; Kutluyer 

ve Aksakal 2013).  

 

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

Bu çalışmada zebra balıkları tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm farklı dozlarına 96 saat 

süreyle akvaryum koşullarında maruz bırakıldı. Karaciğer metabolik fonksiyonu yüksek bir organdır. 

Bu nedenle çevresel kirleticilerin etkilerinin biyokimyasal ve histolojik metodlarla izlenmesi mümkün 

olmaktadır. Solungaçlar ise ortamda bulunan kirleticilerle ilk etkileşen organlardır ve bu nedenle 

toksikolojik araştırmalarda önemlidir. Zebra balıkları (Danio rerio) Cyprinidae familyasına ait bir tatlı 

su balığıdır. İnsan genomu ile homolog genlere sahip olması nedeniyle çeşitli hastalıklarının 

araştırılmasında kullanılan bir omurgalı model organizmadır (Chen vd., 2020; Ahkin Chin Tai ve 

Freeman, 2020; Keng vd., 2021). 

2.1. Zebra balıklarının eldesi ve laboratuvara uyumu 

Çalışmamızda kullanılan 4-5 cm boylarındaki erkek ve dişi zebra balıkları ticari akvaryumculardan 

temin edildi. Laboratuvar ortamında zebra balıklarının sirkadiyen ritmini dengede tutmak amacıyla 

14:10 aydınlık:karanlık sistem oluşturuldu. Her grup için sürekli havalandırılan, 10 litrelik klorsuz su 

dolu akvaryumlarda on adet balık bulunduruldu (n=40). Balıklar günde iki kez kuru yemle beslendi. 

Akvaryumların sıcaklığı ortalama 28±1oC ve suyun pH'ı 6,9-7,2 olarak sabit tutuldu. Balıklara, deney 

süresince hayvan refahına uygun standart kurallar uygulandı. 

2.2. Solungaç ve karaciğer doku homojenatının hazırlanması  

Solungaç ve karaciğer örneklerinin homojenizasyonu amacıyla dokular tartıldı. Soğutulmuş 

homojenat tamponu ile eppendorf tüplerine koyuldu ve cam boncuklar yardımı ile homojenizatörde 

parçalandı. Çalışmanın her aşamasında örnekler buz içerisinde korundu. Homojenatlar 4°C’de 10000 
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rpm devirde, 20 dakika süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı alındı ve 

biyokimyasal analizler uygulandı. 

2.3. Biyokimyasal parametrelerin tayini  

Deney düzeneğinde zebra balıkları 96 saat süreyle tiazolidinin farklı dozlarına maruz bırakıldı. 

Deney grupları; 0,2 ppm grubu, 0,4 ppm grubu, 0,6 ppm grubu ve kontrol grubu olarak düzenlendi. 

Süre sonunda balıklar soğuk şoku ile bayıltılarak solungaç ve karaciğer organları dissekte edildi. Daha 

sonra biyokimyasal analizler için solungaç ve karaciğer dokularının %10’luk homojenatları hazırlandı. 

Asetilkolin esteraz enzim aktivitesi (AChE) ve total protein (TP) seviyelerini belirlemek için uygun 

prosedürler uygulandı. Deneyler üç kez tekrarlandı. 

2.4. Asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesinin belirlenmesi  

AChE, dokularda asetilkolinin inbisyonunda görev yapan bir enzimdir (Firidin vd., 2015; Oruç, 

2010). AChE enzim aktivitesi tayini, DNTB ile dokudaki alifatik tiyol bileşiklerinin hafif alkali 

ortamda reaksiyonu sonucunda tiyol molekülü başına oluşan p-nitrofenol anyon miktarının 412 nm’de 

spektrofotometrik ölçümü esasına dayanır (Ellman vd., 1961). 

2.5. Total Protein (TP) seviyesinin belirlenmesi  

Bradford yöntemi ile protein tayininde Coomassie Brilliant Blue (G-250) boyası kullanıldı. Bu 

boya proteinlere bağlanarak, proteinlerdeki asidik ve bazik gruplar ile etkileşme neticesinde renkli bir 

çözelti oluşturdu. Elde edilen renkli sıvı 595 nm'de spektrofotometrik olarak ölçüldü (Bradford, 1976). 

2.6. İstatistiksel analizler  

İstatistiksel analizlerde SPSS 16.0 paket programı kullanıldı. Çalışma verileri aritmetik ortalamalar 

ve standart sapmalar olarak verildi. Gruplar arasındaki farklılıkların anlamlılığını belirlemek için tek 

yönlü varyans analizi ve Student’s t- testi kullanıldı. p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 

 

3. BULGULAR 

AChE enzim aktivitesi karaciğer dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz 

gruplarında, kontrol grubuna oranla arttı. Solungaç dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 

0,6 ppm doz gruplarında, kontrol grubuna oranla AChE enzim aktivitesinin azaldığı görüldü (Şekil 1). 

Zebra balığı karaciğer dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarına 96 saatlik 

maruziyeti sonrası AChE enzim aktivitesindeki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(p>0,01). Zebra balığı solungaç dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarına 96 

saatlik maruziyeti sonrası AChE enzim aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0,01). 

 
Şekil 1. Tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarına maruz kalan zebra balığı karaciğer ve solungaç 

dokusundaki asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesi seviyeleri. 

 

Total protein seviyesi karaciğer dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz 

gruplarında, kontrol grubuna oranla azaldı. Solungaç dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 
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0,6 ppm doz gruplarında, kontrol grubuna oranla total protein seviyelerinin önemli sayılabilecek 

oranda arttığı görüldü (Şekil 2). Zebra balığı karaciğer dokusunda tiazolidin’in tüm doz gruplarına 96 

saatlik maruziyeti sonrası total protein seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı 

(p>0,01). Zebra balığı solungaç dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarına 96 

saatlik maruziyeti sonrası total protein seviyesindeki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05). 

 
Şekil 2. Tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarına maruz kalan zebra balığı karaciğer ve solungaç 

dokusundaki total protein (TP) seviyeleri. 

 

4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Enzimler, memelilerde olduğu gibi sucul organizmalarda da metabolik olayları hızlandıran protein 

yapısındaki biyolojik katalizörlerdir. Asetilkolinesteraz molekülü her biri 80 kDa moleküler ağırlıkta 

olan ve dört alt birimden oluşan bir proteindir. Asetilkolinesteraz karaciğerde sentezlenir. İlk olarak 

Elektrikli balık’ın (Torpedo marmoneta) elektrik organından izole edilmiştir. Asetilkolinesteraz sinir 

dokusunda, eritrosit membranlarında ve iskelet kaslarında bulunur (Liu vd., 2020). Asetilkolin, 

asetilkolinesteraz enzimi tarafından hidroliz edilerek inaktif forma dönüşür ve kolin ve asetik asit 

olarak isimlendirilen iki inaktif molekül meydana gelmektedir. Dokularda asetilkolinin inhibisyonunda 

görev alan enzim asetilkolinesterazdır (Halliwell, 1995; Morales vd., 2004; Karabult ve Gülay, 2016; . 

AChE enziminin inhibisyonunun ölçülmesi, oksidatif stresten etkilenmenin bir biyobelirteci olarak 

kullanılmaktadır (Meng vd., 2021; Firidin vd., 2015). 

Gökkuşağı Alabalığı (Oncorhynchus mykiss) eritrositleri üzerindeki karbosülfan’ın (karbamat 

grubu insektisit) olası zararlı etkilerini araştıran bir çalışmada 60 günlük kronik karbosülfan 

maruziyetinin ardından AChE enzim aktivitesinin üç hafta kadar süren inhibisyonu rapor edilmiştir. 

Bunun yanısıra, balıklarda hareketsizlik, renk koyulaşması, huzursuz davranış ve canlılık kaybı gibi 

fiziksel parametrelerin gözlendiği rapor edilmiştir. (Çapkın, 2011). Konyalıoğlu ve Perçin (2017), 

yaptıkları çalışmada kafeslerde yetiştirilen Mavi Yüzgeçli Atlantik Orkinos’u (Thunnus thynnus) 

örneklerinin kan dokusunda doğal ortamda serbest yaşayan bireylere göre stres kaynaklı antioksidan 

enzim düzeylerinin (katalaz, asetilkolinesteraz gibi) daha yüksek olduğunu rapor etmişlerdir 

(Konyalıoğlu ve Perçin, 2017). Başka bir araştırmada, çevresel kirleticilere karşı asetilkolin esteraz 

aktivitesindeki değişimlerin araştırılmasının uygun bir parametre olduğu ve aynı zamanda 

nörotoksisite izleme çalışmalarında kullanılabileceği rapor edilmiştir (Liu vd., 2020). Bizim 

çalışmamızda AChE aktivitesi karaciğer dokusunda tüm doz gruplarında kontrol grubuna göre biraz 

daha yüksek bulundu. Oksidatif stresin yani serbest radikallerin artması ile AChE salınımında bir artış 

olduğu ve bu yüzden AChE aktivitesinin artmış olabileceğini düşünüyoruz. Ayrıca karaciğerin 

metabolik bir organ olması nedeniyle stres etkilerini daha fazla göstereceği de olasıdır. Asetilkolin 

esteraz (AChE) enzimindeki aktivite artışının diğer bir nedeninin tiazolidin’in AChE enziminin 

yapısını bozarak düzgün çalışmasını engellemesi olduğu düşünülebilir. Solungaç dokusunda AChE 

enzim aktivitesi bütün doz gruplarında kontrol grubuna oranla azaldı. Bunun sebebi solungaçların 
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toksikantlarla ilk karşılaşılan organ olması sebebiyle akut bir yanıt vermeye henüz zaman bulamaması 

olabilir. 

Toplam protein (TP) seviyeleri, sucul organizmalarda çevresel kirleticilerin olumsuz etkilerini 

belirlemek için kullanılan önemli bir biyokimyasal parametredir. Çünkü proteinler, tüm canlı türlerinin 

hayatta kalması için temel makromoleküllerdir ve organizmalarda doku ve organların büyüme ve 

gelişmesinin ana bileşenleridir (Fu vd., 2020; Guarda vd., 2003). Ayrıca enzimlerin, hormonların, 

nörotransmiterlerin ve kofaktörlerin öncüsüdürler (Qiu vd., 2019). Yapılan bir çalışmada, Güney 

Amerika tatlı su balığı olan Leporinus obtusidens, 8 gün boyunca farklı konsantrasyonlarda tarımsal 

bir herbisit olan klomazon’a maruz bırakıldı. Maruziyetin sonunda balıkların karaciğerindeki protein 

düzeylerinin arttığı bildirildi (Miron vd., 2008). Benzer şekilde, Moraes ve arkadaşları da pestisitler 

gibi etkenlerle karşılaşan balıklarda yüksek TP seviyeleri rapor etmişlerdir (Moraes vd., 2011).  

Sucul ortama karışan çeşitli ilaç ve kimyasal kalıntılarının oksidatif hasar belirteçleri olarak 

antioksidan enzim aktivitesi ölçümlerinin doğal ortamlarında yaşayan balıklar üzerinde yapılması da 

ekotoksikolojik yönden önemlidir (Dai vd., 2014; Karaca vd., 2014; Kayhan vd., 2018). Pek çok 

kimyasal ve onların metabolitleri sucul organizmalarda oksidatif stres oluşturabilir. Hücresel 

homeostazinin korunmasında ve sürdürülmesinde rol oynayan antioksidan savunma sistemleri bu 

nedenle çok önemlidir. (Qiu vd., 2019; Kutluyer ve Aksakal, 2013; Karabulut ve Gülay, 2016; Zirong 

ve Shijun, 2007; Fırat vd., 2009). Protein içeriğinin azalması hücre yıkımlarının ve protein sentezinin 

bozulmasının işareti olabilir. Bizim çalışmamızda, solungaç dokusunda, her üç doz grubunda kontrol 

grubuna kıyasla toplam protein seviyeleri arttı. Karaciğer dokusunda ise tüm doz gruplarında kontrole 

oranla hafif bir azalma görüldü. Protein miktarındaki değişiklikler enzim sentezinin inhibisyonundan 

veya kimyasalların neden olduğu stres koşullarında ortaya çıkan yüksek enerji talebinden 

kaynaklanabilir (Tabassum vd., 2016; Oruç vd., 2006; Morales vd., 2004). Tiazolidin halkası biyolojik 

olarak aktif bir kimyasal yapıdır ve birçok farmakolojik aktivite ile ilişkilidir. Ancak tiazolidin halkası 

ile etkileşime girebilecek biyolojik moleküller henüz çok iyi bilinmemektedir. Sonuç olarak, bu 

çalışmada tiazolidinin zebra balığı solungaç ve karaciğer dokuları üzerinde az da olsa zararlı etkilere 

neden olabileceği görüldü. 
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ŞK, GK, CA; Veri analizi: GK, HEED, ŞK, CA, FEK, NDYE; Makale yazımı: FEK, NDYE, HG; 

Denetleme: FEK, NDYE, HG, MZ. Tüm yazarlar nihai taslağı onaylamıştır. 

 

ETİK ONAY BEYANI 

Bu çalışma için etik kurul onayı bildirilmemiştir.  
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VERİ KULLANILABİLİRLİK BEYANI 

Bu çalışmada kullanılan veriler makul talep üzerine ilgili yazardan temin edilebilir. 
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