PAPER DETAILS

TITLE: Imidacloprid ve Lambda-cyhalothrin’in Capoeta capoeta umbla Bobrek Dokusunda Glikoz
6-Fosfat Dehidrogenaz Enzimi Uzerine In Vitro Etkileri

AUTHORS: Muammer KIRICI,Mahinur KIRICI,Mesut ISIK,Muhammed ATAMANALP

PAGES: 8-14

ORIGINAL PDF URL: https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/262487



Tiirkiye Tarimsal Arastirmalar Dergisi Turk J Agric Res
http://dergi.siirt.edu.tr

(2015) 2: 8-14
TUTAD

Arastirma Makalesi / Research Article 155N: 2148-2306

Imidacloprid ve Lambda-cyhalothrin’in Capoeta capoeta umbla Bobrek
Dokusunda Glikoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzimi Uzerine
In Vitro Etkileri

Mahinur KIRICI', Muammer KIRICI*', Mesut ISIK’, Muhammed ATAMANALP*
!Bingcl Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Bingl, TURKIYE
zBingdl Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Su Uriinleri Boliimii, Bingdl, TURKIYE
? Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Béliimii, Erzurum, TURKIYE
*Atatiirk Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Boliimii, Erzurum, T URKIYE

Gelis Tarihi/Received: 31.12.2014 Kabul Tarihi/Accepted: 19.02.2015

“Sorumlu Yazar/Correspondence: mkirici@bingol.edu.tr

Ozet: Pestisit toksisitesi, metabolizmada DNA hasari, lipid peroksidasyonunun artmasi, protein sulfidril gruplarinin
oksidasyonu ve enzim inaktivasyonu gibi oksidatif hasara neden olur. Bu ¢alismada, Capoeta capoeta umbla (C. c. umbla)
bobrek dokusundan imidacloprid ve lambda-cyhalothrin pestisitlerinin glikoz 6-fosfat dehidrogenaz (E.C.1.1.49; G6PD)
enzimi iizerine etkileri in vitro olarak incelenmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda enzim, C. c¢. umbla balik
bobreginden hemolizat hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
yontemleri kullamilarak spesifik aktivitesi 11.26 EU mg™ protein ve % 22.7 verimle saflastirildi. Enzim safligim kontrol
etmek i¢in sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi ve enzimin tek bant oldugu goriildii.
Calisma sonucunda imidacloprid ve lambda-cyhalothrin pestisitlerinin in vitro olarak G6PD enzimini etkili bir sekilde
inhibe ettigi belirlenmistir. Sonug olarak, lambda-cyhalothrin enzimi imidacloprid’den daha fazla inhibe etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Capoeta capoeta umbla, glikoz 6-fosfat dehidrogenaz, saflastirma, pestisit, inhibisyon

In Vitro Effects of Imidacloprid and Lambda-cyhalothrin on Capoeta
capoeta umbla Kidney Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase Enzyme

Abstract: Pesticide toxicity causes oxidative damage such as DNA damage, enhanced lipid peroxidation, the oxidation of
protein sulfydryl groups and enzyme inactivation in the metabolism. In this study, we investigated the in vitro effects on
glucose 6-phosphate dehydrogenase (E.C.1.1.49; G6PD) from Capoeta capoeta umbla kidney of imidacloprid and lambda-
cyhalothrin. For this purpose, the enzymewas purified from kidney of C. ¢. umbla with a specific activity of 11.26 EU mg™
proteins and 22.7% yield using hemolysate preparation, ammonium sulfate precipitation and 2',5'-ADP Sepharose 4B
affinity gel chromatography methods. In order to control the enzyme purification sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was done. SDS-PAGE showed a single band for the enzyme. The results of this study
suggested that imidacloprid and lambda-cyhalothrin have significant inhibition effect on the activity of G6PD in in vitro. In
conclusion, lambda-cyhalothrin inhibits the enzyme activity more than imidacloprid.

Keywords: Capoeta capoeta umbla, glucose 6-phosphate dehydrogenase, purification, pesticide, inhibition

1. Giris katalizleyen Onemli bir antioksidan enzimdir.
) G6PD enzimi, nikotinamid adenin diniikleotid
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (E.C.1.1.49; G6PD), i cfa¢ (okside form; NADP") varliginda glukoz 6-

pentoz  fosfat yolunun baslangic ~asamasint fosfatin, 6-fosfoglukonata doniisiimiinii saglayarak
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hiicre icin hayati dneme sahip olan nikotinamid
adenin dintikleotid fosfatin  (rediikte form;
NADPH) olusmasint saglar (Lehninger ve ark.,
1993; Keha ve Kiifrevioglu, 2004). NADPH’mn en
onemli rolii ise okside glutatyonun (GSSG)
indirgenmis  glutatyona (GSH) doniismesini
saglamaktir (Cift¢i ve ark., 2004).

Insan niifusunun hizla artis1 beraberinde ihtiyag
duyulan besin gereksiniminin de artmasina neden
olmustur. Ureticiler, hem daha fazla para
kazanmak, hem de daha kisa siirede insanlarin
besin ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ¢esitli yollarla
sentezlenen hormon ve ilaglar1 kullanmaktadirlar.
Bu ilaglara genel olarak pestisit denmektedir.
Pestisitler, ekonomik olmalar1 ve kullanimi kolay
oldugu icin fiireticiler tarafindan oldukca fazla
kullanilmaktadir (Hopa, 2010).

Pestisitlerin ~ iiretimindeki  amag¢,  hedef
organizmadaki toksisitenin ¢ok fazla, insandaki
toksisitenin ¢ok az olmasidir. Fakat bilingsizce ve
asir1  kullanimi  durumunda, topragi ve suyu
kirletmeleri yaninda kullanildiklar1  yerlerden
fiziksel ve biyolojik yollarla ¢ok uzak bolgelere
tasinmaktadirlar (Bayar, 2013). Pestisitler, sucul
ortamlarda yagayan ve ireyen canlilara veya
bitkilere karst yapilan ilaclamalarla, pestisit
iretilen fabrikalarin atiklart  ile ve tarim
bolgelerinde yapilan zirai faaliyetler sonucunda
direkt veya yagmur sular1 ile su kaynaklarina
karisirlar (Atamanalp ve Yanik, 2001).

Tarimda yaygin olarak kullanilan ve sucul
ortama girerek baliklar i¢in biyiik bir tehdit
olusturan pestisitler, oksidatif reaksiyonlar
katalizleyerek; hidrojen peroksit, siiperoksit,
singlet oksijen ve hidroksil radikali gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna yol agarlar. Bu
radikaller, olduk¢a yiiksek reaktif bilesikler olup
deoksiribo niikleik asit (DNA), protein ve lipid
gibi dnemli biyolojik molekiillerin oksidasyonuna
ve islevlerinin bozulmasina neden olur (Yu, 1994;
Castillo ve ark., 2002). Reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkileri antioksidan savunma sistemleri
tarafindan notralize edilmektedir. Saghikli bir
hiicrede metabolik tepkimeler sonucu olusan
reaktif  radikaller ile cesitli savunma
mekanizmalar1 ile olusturulan antioksidan molekiil
diizeyi arasinda fizyolojik bir denge s6z konusudur
(Finkel ve Holdbrook, 2000; Smith ve ark., 2007).
Bu dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi
oksidatif stres olarak tanimlanir (Sies, 1997). Bu
durum ise hiicre islevlerinin bozulmasi, apoptoz
veya nekrozla sonuglanabilir.  Dolayisiyla,
antioksidan savunma sistemlerinin islevselligi ve
oksidanlar/antioksidanlar dengesinin saglanmasi
hiicre i¢in yasamsal 6éneme sahiptir (Nordberg ve
Arner, 2001).

Bu calismamizda iilkemiz igsularinda yogun
sekilde bulunan, avlanarak insanlar tarafindan
tiiketilen ve ekonomik degeri olan C. c¢. umbla
bobrek dokusundan, 6nemli bir antioksidan enzim
olan G6PD enziminin saflagtirilmasi
amaglanmistir. Ayrica, saflagtirma islemlerinin
ardindan tarimsal faaliyetlerde siklikla kullanilan
imidacloprid ve lambda-cyhalothrin pestisitlerinin
enzimler lizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Balik materyali

Arastirmada, i¢ sularimizda bulunan ve kaliteli
gida kaynag olarak insanlar tarafindan dzellikle I¢
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde fazlaca tiiketilen C. c¢. umbla baliklari
kullanilmistir. Balik materyali 6rnekleri, Bingdl ili
Geng ilgesinden gegen Murat Nehrinde tek
istasyonda yakalanmustir.

2.2. Homojenatin hazirlanmasi

Ortalama agirliklar1 yaklasik 200 g olan 10
adet balik soguk zincir kuralina gore laboratuvara
getirilerek bdbrek dokulart hizli bir sekilde
¢ikarilmig ve bir kompozit olusturulmustur.
Caligmaya 24 saat icinde baslanmis ve dokular
caligmaya baglanacagi siireye kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Hazirlanan kompozitten 10 g
almarak kan ve diger kirlilikleri elimine etmek i¢in
% 0.9’luk NaCl ile 3 defa yikanmistir. Doku
homojenatlarint hazirlamak i¢in, ilk olarak dokular
ultraturrax  homojenizatér cihazi  kullanilarak
pargalanmistir. Daha sonra sivi azot iginde
parcalanarak toz haline getirilmis ve 3 ml g’
olacak sekilde 50 mM KH,PO, (pH= 7.4)
homojenat tampon ¢ozeltisinin i¢inde homojenize
edilmistir. Bu siispansiyon 60 dakika 13000
rpm’de 2 defa santrifiij edilmistir. Pelet atilarak,
siipernatant daha sonraki saflagtirma
basamaklarinda kullanilmigtir (Cam, 2011).

2.3. Enzim aktivitesinin ol¢iimii
G6PD enziminin aktivitesi 25 °C’de Beutler

metoduna gore 340 nm’de spektrofotometrede
Olciilerek belirlenmistir (Beutler, 1971).

2.4. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

C. c. umbla bobrek dokusundan elde edilen
G6PD enzim homojenat1 sirastyla % 0-20, % 20-
30, % 30-40, % 40-50, % 50-60, % 60-70 ve % 70-

80 araliklarinda kati amonyum siilfat ile
coktiiriilmiigtiir. Coktiirme islemleri sirasinda
13000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij

yapilmistir. Her defasinda ¢okelekte ve siipernatant
da enzim aktivitesine bakilmistir. Amonyum siilfat
¢coktlirmesi sirasinda homojenata kati amonyum

Tiirkiye Tarimsal Arastirmalar Dergisi - Turkish Journal of Agricultural Research

2(1): 8-14 9



KIRICI ve ark.

stilfat yavas yavas katilmis ve her defasinda daha
once katilan amonyum siilfatin ¢6ziinmiis olmasina
dikkat edilmistir. Amonyum siilfatin homojenatta
¢oziinme islemi buz banyosunda manyetik
karistiricr ile yapilmugtir. Islem sonucunda, C. c.
umbla bobrek GO6PD enziminin amonyum siilfat
¢Oktlirme araligi % 40-80 olarak belirlenmistir.

Once % 40 doygunlukta amonyum  siilfat
¢oktiirmesi yapilmistir. Numune santrifiij tiiplerine
konularak 13000 rpm’de 15 dakika santrifij
yapilarak ¢okelek kismi atilmis, slipernatant kismi
alimmistir. Daha sonra elde edilen homojenatta %
80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
gerceklestirilmistir. Elde edilen numune 13000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
kismi atilmis, ¢okelek ¢oziinebilecegi minimum
fosfat tamponunda (50 mM KH,PO,, pH 7.4)

¢Ozilmiistir.  Amonyum  siilfat  ¢oktiirmesi
islemleri  sirasinda  ortamin  sicakligit  buz
banyosuyla  diisik tutulmaya  caligilmustir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen
numune diyaliz torbasina yerlestirilerek bir saat
stireyle diyaliz tamponuna (50 mM KCH;COO +
50 mM KH,PO,, pH 7.5) karst diyaliz edilmistir
(Morelli ve ark., 1978; Ninfali ve ark., 1990).
Calismada enzimin kullanildig: biitiin agamalar 4
°C’de gergeklestirilmistir.

2.5. Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 mI’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2',5'-ADP
Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml destile su ile
kat1 maddelerin uzaklastirilmasi igin birka¢ defa
yikanmistir. Yikama esnasinda jel sisirilmistir.
Sisirilmis jelin havast su trombu kullanilarak,
vakum ile alindiktan sonra dengeleme tamponu
(0.1 M KCH;COO + 0.1 M KH,PO,, pH=6.0)
ilave edilerek jel siispanse edilmistir. Siispanse
edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlenmistir. Jel c¢oktiikten
sonra peristaltik pompa yardimiyla dengeleme
tamponu ile yikanmistir. Dengelemede ve
yikamada akis hizi 50 ml h' absorbansinn
esitlenmesinden anlagilmistir. Boylece afinite
kolonu hazirlanmistir (Cam, 2011).

2.6. Numunenin afinite kolonuna tatbiki ve
GO6PD’nin eliisyonu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen
derisiklestirilmis numune, 0.1 M KCH3;COO + 0.1
M KH,PO, (pH= 6.0) tamponu ile dengelenmis
kolona tatbik edilmistir. Daha sonra kolon sirasiyla
25 ml 0.1 M KCH3;COO + 0.1 M KH,PO, (pH=
6.0), 25 ml 0.1 M KCH;COO + 0.1 M KH,PO,
(pH= 7.85) ve 25 ml 0.1 M KCI + 0.1 M KH,PO,
(pH= 7.85) ¢dzeltisiyle yikanmigtir. Dengeleme ve
yikama hiz1 50 ml h™’e ayarlanmustir. Akis hizi
perilstaltik pompa ile kontrol altinda tutulmustur.

Boylece enzimin biiyiik bir kismut jele tutunmus ve
diger safsizliklar uzaklagtirtlmistir. Daha sonra 80
mM KH,PO, + 80 mM KCI + 0.5 mM NADP" +
10 mM EDTA (pH= 7.85) ¢ozeltisi kolona
uygulanarak enzim eliie edilmistir. Eliisyonlar 1 ml
olacak sekilde ependorf tiiplere alinmig ve her
birinde aktivite ayri1 ayri Olgiilmiistiir. Biitiin bu
islemler esnasinda sicaklik 4 °C’de kontrol altinda
tutulmustur (Morelli ve ark., 1978; Ninfali ve ark.,
1990).

2.7. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzim saflagtirildiktan sonra enzimin saflik
derecesi, % 3-8 kesikli SDS-PAGE kullanilarak
Laemmli metoduna gore belirlenmistir (Sekil 1)
(Laemmli, 1970).

250 kDa
140 kDa
105 kDa

70 kDa
50 kDa
35kDa

26 kDa
20 kDa

15 kDa

7 kDa

Sekil 1. C. c¢. umbla bobrek dokusundan saflagtirilan
G6PD enziminin SDS-PAGE bandlar (1: Bobrek; 2:
Standart Proteinler)

2.8. Protein miktarinin hesaplanmasi

Protein miktarinin 6l¢iimii Bradford metoduna
gore 595 nm’de spektrofotometre kullanilarak
yapilmistir. Olgiimde sigir serum albumin (BSA)
proteini standart olarak kullanilmistir (Bradford,
1976).
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2.9. In vitro olarak pestisitlerin etkisi

Inhibitér olarak imidacloprid ve lambda-
cyhalothrin pestisitleri kullanilmistir. Inhibitér
uygulanan ve inhibitdr uygulanmayan ¢aligmalarda
substrat (G6-P) konsantrasyonlari, 0.03, 0.06, 0.09,
0.15 ve 0.27 mM olarak uygulandi. Inhibitér
konsantrasyonu (ICs) degerini hesaplamak igin
bes farkli inhibitdr konsantrasyonu belirlenmistir
(imidacloprid: 2.33, 2.72, 3.27, 3.5 ve 3.89 mM,;
lambda-cyhalothrin: 0.1, 0.4, 0.53, 0.7 ve 0.8
mM). Her bir pestisit icin 5 farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda yiizde (%) Aktivite-[Pestisit]
grafikleri ¢izildi. Pestisit uygulanmayan kiivetin
aktivitesi % 100 kabul edilmis, % 50 inhibisyona
neden olan pestisit konsantrasyonu (ICsg)
grafiklerinden hesaplanmistir (Cam, 2011).

ICso degerleri hesaplanan imidacloprid ve
lambda-cyhalothrin pestisitlerinin K; degerlerini
belirlemek amaciyla C. ¢. umbla bobrek G6PD
enzim aktivitesini yariya diisliren pestisit
konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve istiinde
iki sabit pestisit konsantrasyonlar1 alinarak, uygun
bes substrat konsantrasyonu ile aktivite dlgiimleri
yapilmistir. Calismalarda uygun bes farkli substrat
konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n
deneme ile belirlenmistir. Elde edilen degerlerle
her bir inhibitér i¢in Lineweaver-Burk grafikleri
¢izilmistir. ~ Grafik  denkleminde  yarigmali
inhibisyon i¢in egime esit olan Esitlik 1
ifadesinden, yarigmasiz inhibisyon icin Esitlik
2’den yararlanilarak K; degerleri belirlenmistir
(Cam, 2011).

Bu esitliklerde; K, Michaelis-Menten sabiti;
Vs, Maksimum hiz; I, Inhibitér; K, Enzim
inhibitér kompleksinin ayrigma sabiti; V’,,W,
Inhibit6riin maksimum hizini ifade etmektedir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu ¢aligmada, i¢ sularimizda bulunan C. c¢. umbla
baligmin bdbrek dokusundan GO6PD  enzimi
saflastirilarak, imidacloprid ve lambda-cyhalothrin
pestisitlerinin G6PD enzimi {izerine etkileri in
vitro olarak incelenmistir.

Caligmanin ilk basamaginda C. c¢. umbla
bobrek dokusundan homojenat hazirlanmis ve elde
edilen homojenattan amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilarak G6PD enziminin % 40-80 amonyum
stilfat doygunluk araliginda daha yogun sekilde
¢oktiigii belirlenmistir. Bagka canli ve dokularda
G6PD enziminin amonyum siilfat doygunluk
araligini belirlemek i¢in birgok ¢aligma yapilmistir.
Ornegin; gokkusag: alabalig: eritrositinde % 40-65
(Erdogan ve ark., 2005), cipura karacigerinde %
40-60 ve solungacinda % 50-70 (Cam, 2011),
insan eritrositlerinde % 35-65 (Biiyiikokuroglu ve
ark., 2001), Bacillus sp. bakterisinde % 0-60
(Ciftei ve ark., 2004), kaz eritrositinde % 40-60
(Beydemir ve ark., 2003), koyun eritrositinde %
50-60 ve goz lensinde % 0-30 (Beydemir, 2002)
amonyum siilfat doygunluk araliklar1
belirlenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi uzun
zamandan beri uygulanan kismi bir saflagtirma
yontemidir. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi yontemi
kullanilarak bazi safsizliklar uzaklastirilir ve
bdylece proteinler biraz daha saf olarak elde edilir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra numuneye
diyaliz yapilarak ortamdaki diger iyonlarin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanir (Cift¢i ve ark.,
2004).

Saflagtirma islemi sonunda Tablo 1’de
goriildiigii gibi spesifik aktivitesi 11.26 EU mg’
protein olan enzim, % 22.7 verimle 402.14 kat
saflagtirtlmistir. Enzimlerin safligini kontrol etmek
icin SDS-PAGE yapilmigs ve jelde tek band
gozlenmistir (Sekil 1). Sentiirk ve ark. (2009)

gokkusagi  alabalifi  eritrositlerinde =~ G6PD
enzimini, % 63 verimle 1691 kat ve spesifik
aktivite 16.235 EU mg' protein olarak

Tablo 1. C. c. umbla bobrek G6PD enziminin 2',5'- ADP Sepharose-4B afinite kolon materyali ile saflagtiriima

basamaklari

- Aktivite  Protein Toplgm Toplgm Topla:m Spgsiﬁk Saflastirma %
Numune tiri (EU ml") (m ml'l) hacim aktlylte protein ) aktivite . Katsavist Verim

& (ml) (EU) (mg)  (EU mg protein-") Y

Homojenat 0.274 9.78 31 8.494 303.18 0.028 1 100.0
Amonyum
stlfat 0462 142 6 2772 85.2 0.033 1.18 32.6
¢Oktiirmesi ve
diyaliz
2'.5'- ADP
Sepharose-4B 0.642 0.057 3 1.926 0.171 11.26 402.14 22.7
afinite kromatografisi
EU: Enzim Unitesi
Tiirkiye Tarimsal Arastirmalar Dergisi - Turkish Journal of Agricultural Research ~ 2(1): 8-14 11
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saflagtirmigtir. Cam (2011) ¢ipura baliklarmin
karaciger ve solungag dokularindan G6PD
enzimini saflagtirmig, ¢alisma sonucunda, G6PD
enzimi g¢ipura karaciger dokusundan spesifik
aktivitesi 68.98 EU mg"' protein olan, % 54.6
verimle ve yaklastk 1864.3 kat; solungag
dokusundan, spesifik aktivitesi 17.15 EU mg’
protein olan, % 52.2 verimle ve yaklasik 283 kat
saflagtirtlmistir. Hu ve ark. (2013), Ot Sazam
(Ctenopharyngodon idella) hepatopankreasindan
G6PD enzimini % 19.5 verimlilikle, 1.066 kat ve
spesifik aktivite 18 EU mg' protein olarak
saflagtirmisgtir.

Imidacloprid ve lambda-cyhalothrin
pestisitlerinin in vitro sartlarda saflagtirilan enzimi
inhibe ettikleri belirlenmistir. Inhibisyon etkisi
gosteren  bu  pestisitlerin  ICs,  degerleri
imidacloprid i¢in 2.83 mM ve lambda-cyhalothrin
i¢in 0.565 mM olarak hesaplanmustir. Inhibisyon
tipini belirlemek ic¢in Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmis ve elde edilen grafikten K; sabitleri
imidacloprid i¢in 0.931 =+ 0.052 ve lambda-
cyhalothrin i¢in 0.666 + 0.022 mM olarak tespit
edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 2). Arastirma
sonucunda, lambda-cyhalothrin’in
imidacloprid’den daha fazla inhibe ettigi tespit
edilmistir.

120

- -0,245x
A y =100e™"

100 4 R?=0,952
] 80
2
£ 60
< *
X 40

20

0
0 1 2 3 4 5

[Imidacloprid] (mM)

120

B y = 100e1:227
R?=0,9935

100 4

80
60

% Aktivite

40
20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Lambda-cyhalothrin] (mM)

Tablo 2. C. ¢. umbla bobrek G6PD enzimi ig¢in %
Aktivite-[I] ve Lineweaver-Burk grafiklerinden elde
edilen ICs, degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tipleri

Pestisitler ~ ICso (mM) K, (mM) Inhlt?;siyon
Imidacloprid 2.83 0.931+0.052 Yarigmasiz
Lambda-

. 0.565 0.666 +0.022 Yarigmasiz
cyhalothrin

Gokkusagt alabaligt (Oncorhynchus mykiss) ve
sazan (Cyprinus carpio carpio) baliklarinda

yapilan bir ¢aligmada; lambda-cyhalothrin,
deltametrin, diozinon, dorzolamide ve
brinzolamide pestisitlerinin balik kani karbonik
anhidraz  (CA) enzimini inhibe ettikleri

bildirilmigtir (Dogan, 2006). Sentiirk ve ark.
(2009) in vivo ve in vitro olarak bazi pestisitlerin
(deltamethrin,  cypermethrin  ve  propoxur)
gokkusagi alabaligi eritrositinde G6PD enzimine
etkisini incelemislerdir. Aragtirma sonuglarina
gore; in  vitro  ¢aligmada,  deltamethrin,
cypermethrin ve propoxur enzimi inhibe -ettigi
belirlenmistir. Ayni arastirmada, ICsy degerleri
deltamethrin i¢in 0.63 mM, cypermethrin i¢in 1.02
mM ve propoxur i¢in 12 mM olarak
hesaplamiglardir. Invivo  ¢alismada  sadece

140

+ Kontrol

® [11]=2.33 mM

40122327 mM

/v

o [13=35mM

40

# Kontrol

u [11]=0.39 mM

4 [12]=0.52 mM

v

 [13]=0.67 mM

40

1/Is]

Sekil 2. A, B: C.c. umbla bobrek G6PD enzimi icin 5 farkli imidacloprid ve lambda-cyhalothrin
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Pestisit] grafigi. C, D: C. c. umbla bdbrek G6PD enzimi i¢in 3 sabit
imidacloprid ve lambda-cyhalothrin igin 5 farkl substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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deltamethrinin enzimi inhibe ettigini
bildirmiglerdir. ~ Yine  gokkusagi  alabalig1
kullanilarak yapilan bir ¢alismada (Ceyhun ve ark.,
2010); in vivo ve in vitro olarak deltamethrin,
diazinon, cypermethrin ve propoxur pestisitlerinin
balik solunga¢ CA enzimine etkileri incelenmis ve
in vivo ¢alismada sadece deltamethrinin 6nemli bir
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bununla
beraber in vitro ¢alismada deltamethrin, diazinon,
propoxur ve cypermethrin CA enzimini inhibe
ettigi ve sirastyla ICsy degerleri 0.137, 0.267, 0.420
ve 0.460 uM olarak tespit edildigi bildirilmektedir.

Bu arastirma sonucunda; bir¢ok c¢alismalara
paralel olarak, kullanilan pestisitler —balik
dokusunda incelenen G6PD enzimini inhibe
ederek baliga zarar verdigi belirlenmistir.

4. Sonuc ve Oneriler

Calisgma sonucunda Capoeta capoeta umbla
bdbrek dokusundan G6PD enzimi, spesifik aktivite
11.26 EU mg™ protein ve % 22.7 verimle 402.14
kat saflagtirilmistir. Bununla beraber, in vitro
olarak  imidacloprid ve lambda-cyhalothrin
pestisitlerinin  G6PD enzimini inhibe ettikleri
belirlenmistir.

Yogun ve  Dbilingsiz pestisit  kullanim
sonucunda, ekolojik sistem tahrip olmaktadir.
Pestisit kaynakli olumsuz ¢evresel etkileri
azaltmak igin;

Pestisit uygulamalari, bilimsel verilere dayali
olarak yapilmali; {reticiler egitilmeli; genis
spektrumlu olmayan, toprak ve suda ¢abuk
parcalanan, ekolojik dengenin devamini saglayan,
kirlilik yaratmayan pestisitlerin kullanim: tercih
edilmeli; uzun vadede pestisit kullanimi azaltilmali
ve organik tarim veya biyolojik tarim gibi
alternatif miicadele yontemleri kullanilmalidir.
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