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Cyprinus carpio (L. 1758)’da Klorprifos-Etil Uygulamasinin Sialik Asit,
Malondialdehit ve Nitrik Oksit Diizeylerine Etkisi
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Ozet: Bu ¢alismada, tarim alaninda yaygin bir sekilde kullanilan ve canlilar iizerinde oldukga toksik olan
CPF’nin baliklar tizerinde meydana getirebilecegi biyokimyasal degisikliklerin anlagilabilmesi i¢in total
sialik asit (TSA), malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri incelendi. Calismada Cildir
Goli’nden tutulan 27 adet Cyprinus carpio (L. 1758) kullanildi. Baliklar igerisinde 1 g/L olacak sekilde su
bulunan polietilen tanklara konularak 7 giin boyunca yeni ortama adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra CPF
eklenmeyen kontrol grubu, 0.040 mg/L CPF eklenen grup ve 0.080 mg/L CPF eklenen grup olmak {izere 3
gruba ayrildi. Yasam ortamlarmna 0.040 ve 0.080 mg/L CPF eklenen gruplar ile kontrol grubundan 10 giin
sonra kan alindi. Numunelerde TSA, MDA ve NO diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla CPF
gruplarinda (0.040 ve 0.080 mg/L) TSA, MDA ve NO diizeylerinin anlamli derecede yiikseldigi (p<0.05,
p<0.05, p<0.01) tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Cyprinus carpio, Klorprifos-etil, Total sialik asit, Malondialdehit, Nitrik oksit

Abstract: In this study, the levels of total sialic acid (TSA), malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO)
were investigated to understand the biochemical changes that CPF, which is widely used in agriculture and
is highly toxic to living beings, can bring to fish. In the study, 27 Cyprinus carpio (L. 1758) kept in Cildir
Lake were used. The fishes were placed in polyethylene tanks containing 1 g/L of water, and new
adaptations were provided for 7 days. Then, control group without CPF, group with 0.040 mg/L CPF and
group with 0.080 mg/L CPF were divided into 3 groups. After 10 days, blood was collected the control
group and groups with 0.040 and 0.080 mg/L CPF added to the living environments. When the TSA, MDA
and NO levels in the samples were examined, TSA, MDA and NO levels increased significantly in the CPF
groups (0.040 and 0.080 mg / L) compared to the control group (p<0.05, p<0.05, p<0.01).
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Giris yiizey akiglar1 ve sulama sular1 ile tasinmalar

Pestisitler siklikla tarim alanlarinda kullanilan ve sonucu diger canlilarin su kaynaklarina gegmekte
zararl organizmalar1 6ldiirmek tizere iiretilmis olan ~ ve ortamdaki diger organizmalar1

kimyasal bilesiklerdir. Bunlar insektisit, rodentisit,
herbisit, fungisid ve fiimigant olarak da
adlandirilirlar. (Abdollahi et al., 2004; Ellenhorn et
al., 1997). Bunlar hedef organizmalarin diginda,
diger canli organizmalar agisindan potansiyel bir
tehlike olusturmalarimdan dolay1 onem
tasimaktadir (Kaya et al., 2014). Pestisitler tarim ve
orman alanlarinda uygulanmas: sirasinda ya da
uygulama sonrasinda yagmur sulari, drenaj sulari,

etkileyebilmektedir (Kaya et al., 2014; Stegeman
ve Lech, 1991; Selvi et al., 2004). Uzun siire
toprakta bozulmadan kalan ve viicuda besin zinciri
yoluyla giren pestisitler zamanla doku ve
organlarda birikerek doku ve organlarda ¢esitli
zararlar olusturmaktadir (Deveci et al., 2015).

Klorprifos-etil  (CPF) [0,0'-diethyl
trichloro-2-pyridyl)  phosphorothioate],

0-(3,5,6-
tarim,
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orman ve bahce zararlilarina karsi yaygin sekilde
kullanilan bir organofosfath pestisittir (Deveci et
al., 2015; Eaton et al., 2008). CPF asil toksik
etkisini metaboliti olan klorprifos-okson (CPO)
aracilig1 ile gostermektedir. CPF, sitokrom p-450
tarafindan bir metaboliti olan klorprifos-oksona
doniistiiriilmektedir. Bu metabolit karboksilesteraz,
butirilkolinesteraz’da oldugu gibi
asetilkolinesteraza yiiksek affinite ile baglanmakta
ve asetilkolinesterazi inhibe ederek toksik etki
gostermektedir (Deveci et al., 2015; Eaton et al.,
2008; Timchalk et al., 2007). Deneysel
calismalarda, organofosfat uygulamalar1
neticesinde olusan toksik etkilerin (ndrotoksisite,
hepatotoksisite, immiinotoksisite,
embriyotoksisite, genetik toksisite) oksidatif doku
hasariyla karakterize oldugu ileri stiriilmektedir
(Deveci et al., 2015; Eaton et al., 2008; Stephen et
al., 1997). Metabolizma i¢indeki oksidatif stresin
neden oldugu patolojik etkiler serbest radikallerle
iligkilidir (Kaya et al., 2016). Oksidatif stres sonucu
olusan serbest radikaller, hiicreyi koruyan
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistemlerin
tilkkenmesine neden olmaktadir. Bu etkilerin
sonucunda olusan oksidatif hasara bagli olarak
hiicrelerin  lipid peroksidasyonu, mikroniiklei
olusumu, kromozomal aberasyon, DNA hasar1 ve
proteinlerinde  degisikliklerin  ortaya  ¢iktigi
bildirilmektedir (Nur et al., 2016; Giil et al., 2007;
Kaya et al., 2016).

Bu caligmada tarim alaninda yaygin bir sekilde
kullanilan ve canlilar iizerinde olduk¢a toksik etkili
olan CPF’nin Tiirkiye’de ekonomik oneme sahip
olan Cyprinus carpio (L. 1758) iizerinde meydana
getirebilecegi biyokimyasal degisikliklerin
anlasilabilmesi i¢in total sialik asit (TSA),
malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO)
diizeylerinin arastirilmas1 amaclanmistur.

Materyal ve Metot

Bu c¢alismada Cildir Goli'nden tutulan 27 adet
Cyprinus carpio kullanildi. Baliklarin laboratuvara
nakli saglanarak 7 giin boyunca baliklarda 1 g/L
olacak sekilde su bulunan polietilen tanklarda (22-
25 °C ve normal fotoperiyod) yeni ortama
adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra baliklar, her
grupta 9 balik olacak sekilde, kontrol grubu, 0.04

mg/L CPF grubu ve 0.08 mg/L CPF grubu olmak
tizere 3 gruba ayrildi. 10 giinliik uygulama sonunda
baliklardan kan oOrnekleri alindi ve serumlari
ayrildi. Elde edilen serum 6rneklerinde TSA, MDA
ve NO diizeyleri ol¢iildii.

Total sialik asit analizi (TSA) Sydow (Sydow,
1985)’un metoduna gore kolorimetrik yontemlerle
spektrofotometre (PowerWave XS, BioTek, USA)
kullanilarak o6l¢iildii ve sonuglar mg/dl olarak
verildi. MDA seviyesi Yoshioka ve ark. (Yoshioka
etal., 1979)’nin bildirdigi metoda gore tespit edildi.
Olusan MDA, tiobarbitiirik asitle (TBA) pembe
renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢ozeltinin
absorbanst 535 nm’de  spektrofotometrik
(PowerWawe XS, Biotek, USA) olarak ol¢iilerek
lipid peroksidasyonun derecesi saptanmaktadir.
MDA diizeyi pmol/l olarak hesaplandi. Serum
nitrik oksit konsantrasyonu Miranda ve ark.
(Miranda et al., 2001)’in bildirdigi metoda gore
spektrofotometrede (PowerWawe XS, BioTek,
USA) ol¢iildii. Serum ornekleri %10 ¢inko stilfat
ile deproteinize edildi. Bu yOntemde nitrat,
Vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistiirildi.
Nitritle stilfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil)
etilen diamin dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olustu. Olusan bu
renkli kompleks 540 nm’ de 6l¢iildii. Nitrat ve nitrit
diizeyleri ayr1 ayr1 belirlendikten sonra ikisinin
toplami1 NO miktarmi gosterir. NO diizeyi nmol/ml
olarak hesapland:.

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi
SPSS paket programu ile yapildi. Sonuglar ortalama
deger (X) + standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
Grup ortalama degerleri arasindaki fark student-t
testi ile belirlendi.

Bulgular ve Tartisma

Yasam ortamlarma 0.04 ve 0.08 mg/L CPF eklenen
baliklar ile CPF eklenmeyen kontrol grubu
baliklardan 10 giin sonra aliman kan 6rneklerinde
olusan biyokimyasal parametreler
degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla CPF
gruplarinda (0.040 ve 0.080 mg/L) MDA, TSA ve
NO diizeylerinin anlamli derecede yiikseldigi
(p<0.05, p<0.05, p<0.01) tespit edildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Kontrol ve CPF gruplarinda MDA, NO ve TSA diizeyleri.

CPF CPF
Parametreler n Kontrol£5D 0.04 mg/L=58D 0.08 mg/L=8D p=
MDA (pmoll) 9 9.25%0,52¢ 14,30=1,15° 15.10=1,25° 0.05
NO (nmol/ml) ] 28,55=2.40= 34,50=4,15% 33,10=3,800 0.01
TSA (mg/dl) ] 36,20=4,91= 43,806,100 42,40+6,3=b 0.05

2% Aynisatwda farkls harfler arasmda istatistiki §nem (p<0.01, p=0.05)

Oksidatif stres ve sialik asit seviyeleri arasindaki

iliskinin ~ arastirilmasi1  pestisit  kirliliginin
azaltilmast ve uygun oranda kullanilmasi
bakimindan  6nemlidir.  Baliklarda  yapilan

Olglimler, akuatik c¢evre kirliliginin gostergesi
olarak kullanilabilir (Giil et al., 2005; Van Der Oast
et al., 2003). Tarim arazilerinde kullanilan ¢esitli
kimyasallarin sucul ekosisteme gecisleri ile bu
ortamdaki birikim ag¢isindan indikatdr gosterebilme
ozelligi bakimindan baliklar yaygin olarak
deneysel amagl kullanilmaktadr (Ozkan et al.,
2009; Giil et al., 2005). Pestisitlerin kullanimi ile
canli organizmalarda olusan reaktif oksijen
tiirlerinin miktar1 ya da oranmin degismesi, lipit
peroksidasyonu ve oksidan/antioksidan dengenin
bozulmasma neden olabilmektedir (Kaya et al.,
2014; Livingstone, 2001; Mohammad et al., 2004).
Organofosfatli  pestisitler ~ agihikli  olarak
kolinesteraz  Onleyici kimyasallardir.  Ayrica
kimyasal savas ajanlar1 (sinir ajanlar1) olarak
kullanilirlar.  Organofosfatli biitiin insektisitler
fosforik asitten tiiretilmis fosfor icerirler ve
genellikle vertebrali hayvanlar i¢in kullanilan
pestisitlerin en toksik olanlaridirlar.
Organofosfatlar ve karbamatlar  kimotripsin,
asetilkolinesteraz, plazma veya butirilkolinesteraz,
plazma ve hepatik karboksilesteraz, paraoksonaz
ve viicuttaki diger spesifik olmayan esterazlar gibi
karboksilik ester hidrolazlarin fonksiyonunu inhibe
eder. Organofosfatlarla zehirlenmenin en belirgin
klinik etkileri asetilkolinesterazin inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir (Mohammad et al., 2004).

Bir lipid peroksidayon iiriinii olan malondialdehitin
(MDA) yarillanma omrii uzundur ve Tretildigi
yerden uzaktaki hiicre i¢i ve hiicre dis1 bolgelere
ulasabilir. MDA, lipid peroksidasyonu sirasinda

iretilir ve bu nedenle oksidatif stresi artirir (Ogun
et al., 2016). Deneysel toksisite olusturulan bir
calismada,  tetrametrin’in  mitotik  indeksi
diistirdiigli, = mikroniikleus ve  kromozomal
aberasyonu arttirdigi, GSH miktarinda azalmaya
karsmn MDA ve TSA diizeylerinde ise anlaml1 bir
artisa neden oldugu belirtilmistir (Nur et al., 2016).
Yapilan onceki caligmalarda klorprifos
uygulamasinin hem in vitro ortamda eritrositlerde
hem de in vivo ortamda MDA seviyesini artirdigi
bildirilmistir (Giiltekin et al., 2000; Giiltekin et al.,
2001). Bagka bir ¢alismada ise ratlarda klorprifos-
eti’in oral olarak verilmesiyle akut etkilerine
bakilmis ve karaciger dokusu lipid
peroksidasyonunda 6nemli derecede artis tespit
edildigi rapor edilmistir (Oncii et al., 2002). Bizim
yaptigimiz c¢alismada da, anilan caligmalar1
destekler mahiyette, MDA seviyesi artmis ve bu
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Yapilan deneysel calismalara gore eritrositlerin
toksik bir aldehit olan (50 pmol) MDA’ya maruz
kalmas1 erken redoks bozukluguna ve bunun
sonucunda rediikte glutatyonun azalmasina,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve oksijenlemis
hemoglobinin tilkenmesine yol a¢tig1 belirtilmistir
(Tesoriere et al., 2002). Akuatik g¢evrede, toksik
madde iceriginin artmasi nedeniyle ¢Ozlinmiis
oksijen miktarinda azalma gerceklesir. Antioksidan
enzimlerin yukar1 regiilasyon mekanizmalarinin,
normoksi'den hipoksi ve anoksiye gecisler
sirasinda artmig ROS diizeyine yanit verebilecegi
ileri stirlilmiistiir (Lushchak, 2011). Hipokside,
aynali sazan (Cyprinus carpio) karacigerinde SOD
ve katalaz aktivitelerini de arttirdig1 tespit
edilmistir (Lushchak et al., 2005). Bu, degisken
cevresel kosullara karsi reaktif oksijen tiirleri
liretimi ve azalmasi arasindaki dengesizlikten



49  Klorprifos Etil

kaynaklaniyor olabilir (Kaya et al.,, 2012). Bu
calismada MDA seviyesindeki artisin  baslica
nedenlerinden birisinin Klorprifos-etil
maruziyetinden kaynaklandig1 ve klorprifos-etil’e
baglt solunum fonksiyonlarmdaki bozukluk ile
iliskili oldugu kanaatindeyiz.

Sialik asit, glikoprotein yapisinda yer alan
karbonhidratlarin  terminal sekerini olusturan
ndraminik asitten tiireyen bir akut faz proteindir
(Ciftgietal., 2010; Karapehlivan et al., 2007) Sialik
asitlerin, hiicresel aktarim, embriyogenez, organ

gelisimi, bagisiklik  sistemi  diizenlemelersi,
lokodiapesis, neoplastik hiicrelerin metastazi ve
membran reseptor fonksiyonlarmin

gergeklestirilmesi gibi bir¢ok dnemli fizyolojik ve
patolojik fonksiyonlar1 vardir (Karapehlivan et al.,
2014). Sialik asitin canli organizmalarda vaskiiler
sistemden oksijenin uzaklastirilmasindan sorumlu
bir antioksidatif ajan oldugu ileri siiriilmiistiir
(Henricks et al., 1982). Ayrica, oksidatif stresin
hiicre yiizeyindeki oligosakkaritlerden sialik asit
salmimimi, sialidaz aktivitesi veya indiiksiyonu
olmaksizin, baglatabilecegi bildirilmistir (Eguchi et
al., 2005). Calismamizda total sialik asit
seviyelerinin kontrol grubuna gore énemli 6lgiide
degistigi saptanmistir. Bu sonuglar sialik asitlerin
klorprifos kaynakli stres sirasinda 6nemli oldugunu
teyit eder niteliktedir.

Nitrik oksit sentaz enzimi katalizi ile L-arjininden
sentezlenen nitrik oksit, organizmada fizyolojik ve
patofizyolojik bircok olayda 6nemli role sahip olan
ve spesifik olmayan immunitede rol oynayan bir
radikaldir. Organizmada stres, kronik hastaliklar,
enfeksiyon ve sindirim bozuklugu gibi durumlarda
serbest radikal miktarinda artis gdézlenmekte
dolayisiyla doku hasar1 ve yangi olusmaktadir
(Bozukluhan et al., 2016; Cenesiz et al., 2007;
Nisbet et al., 2007; Kirmizigiil et al., 2016). Nitrik
oksitin olusturdugu peroksinitritin DNA hasar1 ve
enzim fonksiyon bozukluklarma neden olan zararl
etkileri oldugunun kaydedilmesinin yani sira
antioksidanlar gibi oksidatif hasara kars1 koruyucu
ve diizenleyici olarak etki gosterdigi de
bildirilmistir (Laspina et al., 2005; Singh et al.,
2008). Nitrik oksitin  6zellikle endoteliyal
hiicrelerde fonksiyon kaybmin sonucu olarak
metabolik  reaksiyonlarda  islevini  yerine
getirememesinden dolay1 vaskiiler sistemde oksijen
liretiminin ve birikiminin arttig1 ileri stiriilmiistiir
(Kumagai, 2009; Smith ve Hagen, 2003). Bu
caligmada nitrik oksit seviyelerinde kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
artig tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak  klorprifos-etil  uygulamasinin
baliklarda meydana getirdigi reaktif oksijen
tiirlerine bagh olarak oksidatif stres meydana
getirmistir. Olusan bu oksidatif stres sonucunda
organizmada hiicre zar1 hasarmma bagli olarak
MDA, NO ve TSA diizeylerinde artig goriilmiistiir.
Serum TSA diizeylerinin yiiksekligi oksidatif doku
hasarma bagl olarak hiicre membran yiizeyindeki
sialik asit sekresyonunun artmasindan da
kaynaklanabilir.
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