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Ozet: Bu caligmamin amaci, tiazolidin’in (Tiazolidin-4-karboksilik asit (4S)-2- (4-
hidroksi-3-metoksifenil) zebra baligi (Danio rerio) solungag ve karaciger dokusunda
asetilkolinesteraz enzim (AChE) aktivitesi ve total protein (TP) diizeyleri iizerindeki
etkilerinin arastirilmasidir. Zebra baliklar1 tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm
farkl1 dozlarma 96 saat siireyle maruz birakilmistir. AChE enzim aktivitesi karaciger
dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz gruplarinda, kontrol grubuna
oranla artmistir. Solunga¢ dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz
gruplarinda, kontrol grubuna oranla AChE enzim aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir.
Total protein seviyesi karaciger dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm
doz gruplarinda, kontrol grubuna oranla azalmistir. Solunga¢ dokusunda ise, tiazolidin’in
0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz gruplarinda, kontrol grubuna oranla total protein
seviyelerinin Onemli sayilabilecek oranda arttigi goérilmiistiir. Sonug¢ olarak, bu
aragtirmada tiazolidinin zebra balig1 solunga¢ ve karaciger dokulari {izerinde az da olsa
zararli etkilere neden olabilecegi goriilmiistiir.
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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
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and liver tissues in this study.

1. GIRIS

Bu c¢alismanin amaci, tiazolidin’in (Tiazolidin-4-karboksilik asit (4S)-2- (4-hidroksi-3-
metoksifenil) zebra baligi (Danio rerio) solungag ve karaciger dokusunda asetilkolinesteraz (AChE)
enzim aktivitesi ve total protein (TP) diizeyleri iizerindeki etkilerini arastirmaktir. Tiazolidin’ler
biyoloji, tip ve farmakolojide kullanilan bes tiyeli heterosiklik organik bilesiklerdir (Saxena vd., 2001).
Tiazolidinler, tiyoliin aldehid veya keton ile yogunlastirilmasiyla sentezlenir. Bu siire¢ geri dontigiimlii
oldugu igin tiazolidinler suda tekrar aldehid ve tiole ayrigirlar. Tiazolidin tiirevleri antimikrobiyal
aktivite gibi bazi 6nemli biyolojik ve farmakolojik 6zellige sahiptir (Shanmugapandiyan vd., 2010).
Bhoot ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Proteus vulgaris gibi ¢esitli bakteri suslar1 ile Aspergillus niger ve Candida albicans mantarlarimni
kullanarak tiazolidin bilesiklerinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerini gézlemlemislerdir
(Bhoot vd., 2006). Gram (+) ve gram (-) bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel aktivitesinin gézlendigi
baska bir ¢alisma da mevcuttur (Akbulut vd., 2017).

Tiazolidin tiirevleri ayn1 zamanda antibiyotik, antidiyabetik, antienflamatuvar ve antiepileptik
aktivitelere de sahiptir. Bu nedenle tiazolidin tiirevleri ¢ok ¢esitli ila¢ gruplarinin igerisinde bulunur
(Altan vd., 2006; Silva vd., 2001; Sohda vd., 1982). Ornegin, bir antidiyabetik ila¢ olan pioglitazon bir
adet tiazolidin halkasi igerir. Tiazolidin halkas1 i¢eren baska bir ilag ise antibiyotik penisilin’dir. Zebra
balig1 son yillarda toksikolojik arastirmalarda siklikla kullanilan bir omurgali model organizmadir.
Genomu, insan genomu ile %70 oraninda homolog oldugu i¢in zebra baligi ile ¢alismanin bazi 6nemli
avantajlar1 vardir. Zebra baligi ayn1 zamanda ¢esitli toksikantlara kars1 dayanikli bir tiir olarak da
bilinmektedir (Zhao vd., 2021). Zebra baliginin seffaf embriyolara sahip olmasi, bakiminin kolay ve
ucuz olmasi ve sik yumurtlayan bir tiir olmasi onlar1 arastirma laboratuvarlar i¢in ideal bir model
organizma haline getirmistir (Zhu vd., 2019; Akbulut vd., 2017; Hanumantharao vd., 2005; Kutluyer
ve Aksakal 2013).

2. MATERYAL VE YONTEM

Bu caligmada zebra baliklar tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm farkli dozlarina 96 saat
stireyle akvaryum kosullarinda maruz birakildi. Karaciger metabolik fonksiyonu yiiksek bir organdir.
Bu nedenle ¢evresel kirleticilerin etkilerinin biyokimyasal ve histolojik metodlarla izlenmesi miimkiin
olmaktadir. Solungaglar ise ortamda bulunan kirleticilerle ilk etkilesen organlardir ve bu nedenle
toksikolojik arastirmalarda 6nemlidir. Zebra baliklar1 (Danio rerio) Cyprinidae familyasina ait bir tath
su baligidir. Insan genomu ile homolog genlere sahip olmasi nedeniyle cesitli hastaliklarinin
arastirilmasinda kullanilan bir omurgali model organizmadir (Chen vd., 2020; Ahkin Chin Tai ve
Freeman, 2020; Keng vd., 2021).
2.1. Zebra balhiklarimin eldesi ve laboratuvara uyumu

Calismamizda kullanilan 4-5 ¢cm boylarindaki erkek ve disi zebra baliklar ticari akvaryumculardan
temin edildi. Laboratuvar ortaminda zebra baliklarinin sirkadiyen ritmini dengede tutmak amaciyla
14:10 aydinlik:karanlik sistem olusturuldu. Her grup i¢in siirekli havalandirilan, 10 litrelik klorsuz su
dolu akvaryumlarda on adet balik bulunduruldu (n=40). Baliklar giinde iki kez kuru yemle beslendi.
Akvaryumlarin sicakligi ortalama 28+1°C ve suyun pH' 6,9-7,2 olarak sabit tutuldu. Baliklara, deney
siiresince hayvan refahina uygun standart kurallar uygulandi.
2.2. Solungag ve karaciger doku homojenatinin hazirlanmasi

Solunga¢ ve karaciger Orneklerinin homojenizasyonu amaciyla dokular tartildi. Sogutulmus
homojenat tamponu ile eppendorf tiiplerine koyuldu ve cam boncuklar yardimi ile homojenizatorde
pargalandi. Calismanin her agamasinda 6rnekler buz igerisinde korundu. Homojenatlar 4°C’de 10000
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rom devirde, 20 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi alindi ve
biyokimyasal analizler uygulandi.
2.3. Biyokimyasal parametrelerin tayini

Deney diizeneginde zebra baliklar1 96 saat siireyle tiazolidinin farkli dozlarina maruz birakildi.
Deney gruplari; 0,2 ppm grubu, 0,4 ppm grubu, 0,6 ppm grubu ve kontrol grubu olarak diizenlendi.
Siire sonunda baliklar soguk soku ile bayiltilarak solungag ve karaciger organlari dissekte edildi. Daha
sonra biyokimyasal analizler i¢in solungag ve karaciger dokularmin %10’luk homojenatlari hazirland.
Asetilkolin esteraz enzim aktivitesi (AChE) ve total protein (TP) seviyelerini belirlemek i¢in uygun
prosediirler uygulandi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi.
2.4. Asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesinin belirlenmesi

AChE, dokularda asetilkolinin inbisyonunda gérev yapan bir enzimdir (Firidin vd., 2015; Orug,
2010). AChE enzim aktivitesi tayini, DNTB ile dokudaki alifatik tiyol bilesiklerinin hafif alkali
ortamda reaksiyonu sonucunda tiyol molekiilii bagina olusan p-nitrofenol anyon miktarinin 412 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iimii esasina dayanir (Ellman vd., 1961).
2.5. Total Protein (TP) seviyesinin belirlenmesi

Bradford yontemi ile protein tayininde Coomassie Brilliant Blue (G-250) boyasi kullanildi. Bu
boya proteinlere baglanarak, proteinlerdeki asidik ve bazik gruplar ile etkilesme neticesinde renkli bir
¢ozelti olusturdu. Elde edilen renkli sivi 595 nm'de spektrofotometrik olarak 6l¢iildi (Bradford, 1976).
2.6. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS 16.0 paket programi kullamldi. Calisma verileri aritmetik ortalamalar
ve standart sapmalar olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin anlamliligini belirlemek i¢in tek
yonlii varyans analizi ve Student’s t- testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3. BULGULAR

AChE enzim aktivitesi karaciger dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz
gruplarinda, kontrol grubuna oranla artti. Solunga¢ dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve
0,6 ppm doz gruplarinda, kontrol grubuna oranla AChE enzim aktivitesinin azaldig1 goriildii (Sekil 1).
Zebra baligi karaciger dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarma 96 saatlik
maruziyeti sonrasi AChE enzim aktivitesindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0,01). Zebra balig1 solungag dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarina 96
saatlik maruziyeti sonrast AChE enzim aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir (p>0,01).

AChE ENZIM AKTiVITESI (U/mL) AChE ENZiM AKTiViTESI (U/mL)
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Sekil 1. Tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarina maruz kalan zebra balig1 karaciger ve solungag
dokusundaki asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesi seviyeleri.

Total protein seviyesi karaciger dokusunda, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm doz
gruplarinda, kontrol grubuna oranla azaldi. Solungag¢ dokusunda ise, tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve
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0,6 ppm doz gruplarinda, kontrol grubuna oranla total protein seviyelerinin énemli sayilabilecek
oranda arttig1 goriildi (Sekil 2). Zebra baligi karaciger dokusunda tiazolidin’in tiim doz gruplarina 96
saatlik maruziyeti sonrasi total protein seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,01). Zebra balig1 solungac dokusunda tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlaria 96
saatlik maruziyeti sonras1 total protein seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).

TOTAL PROTEIN SEVIYESi (pg/pL) TOTAL PROTEIN SEViYESi (Mg/ML)
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Sekil 2. Tiazolidin’in 0,2 ppm, 0,4 ppm ve 0,6 ppm dozlarina maruz kalan zebra balig1 karaciger ve solungag
dokusundaki total protein (TP) seviyeleri.

4. TARTISMA VE SONUC

Enzimler, memelilerde oldugu gibi sucul organizmalarda da metabolik olaylar1 hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Asetilkolinesteraz molekiilii her biri 80 kDa molekiiler agirlikta
olan ve dort alt birimden olusan bir proteindir. Asetilkolinesteraz karacigerde sentezlenir. ilk olarak
Elektrikli balik’in (Torpedo marmoneta) elektrik organindan izole edilmistir. Asetilkolinesteraz sinir
dokusunda, eritrosit membranlarinda ve iskelet kaslarinda bulunur (Liu vd., 2020). Asetilkolin,
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek inaktif forma doniisiir ve kolin ve asetik asit
olarak isimlendirilen iki inaktif molekiil meydana gelmektedir. Dokularda asetilkolinin inhibisyonunda
gorev alan enzim asetilkolinesterazdir (Halliwell, 1995; Morales vd., 2004; Karabult ve Giilay, 2016; .
AChE enziminin inhibisyonunun 6l¢iilmesi, oksidatif stresten etkilenmenin bir biyobelirteci olarak
kullanilmaktadir (Meng vd., 2021; Firidin vd., 2015).

Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) eritrositleri {izerindeki karbosiilfan’in (karbamat
grubu insektisit) olasi zararli etkilerini arastiran bir g¢alismada 60 giinliilk kronik karbosiilfan
maruziyetinin ardindan AChE enzim aktivitesinin ii¢ hafta kadar siiren inhibisyonu rapor edilmistir.
Bunun yanisira, baliklarda hareketsizlik, renk koyulagsmasi, huzursuz davranis ve canlilik kaybi1 gibi
fiziksel parametrelerin gozlendigi rapor edilmistir. (Capkin, 2011). Konyalioglu ve Perc¢in (2017),
yaptiklar1 ¢alismada kafeslerde yetistirilen Mavi Yiizgegli Atlantik Orkinos’u (Thunnus thynnus)
orneklerinin kan dokusunda dogal ortamda serbest yasayan bireylere gore stres kaynakli antioksidan
enzim diizeylerinin (katalaz, asetilkolinesteraz gibi) daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir
(Konyalioglu ve Pergin, 2017). Bagka bir arastirmada, ¢evresel kirleticilere karsi asetilkolin esteraz
aktivitesindeki degisimlerin arastirllmasinin uygun bir parametre oldugu ve aymi zamanda
norotoksisite izleme c¢alismalarinda kullanilabilecegi rapor edilmistir (Liu vd., 2020). Bizim
caligmamizda AChE aktivitesi karaciger dokusunda tiim doz gruplarinda kontrol grubuna gore biraz
daha yiiksek bulundu. Oksidatif stresin yani serbest radikallerin artmasi ile AChE saliniminda bir artig
oldugu ve bu yiizden AChE aktivitesinin artmis olabilecegini diigiiniiyoruz. Ayrica karacigerin
metabolik bir organ olmasi nedeniyle stres etkilerini daha fazla gosterecegi de olasidir. Asetilkolin
esteraz (AChE) enzimindeki aktivite artisinin diger bir nedeninin tiazolidin’in AChE enziminin
yapisini bozarak diizgiin ¢aligmasini engellemesi oldugu diisiiniilebilir. Solunga¢ dokusunda AChE
enzim aktivitesi biitlin doz gruplarinda kontrol grubuna oranla azaldi. Bunun sebebi solungaclarin
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toksikantlarla ilk karsilasilan organ olmasi sebebiyle akut bir yanit vermeye heniiz zaman bulamamasi
olabilir.

Toplam protein (TP) seviyeleri, sucul organizmalarda ¢evresel kirleticilerin olumsuz etkilerini
belirlemek i¢in kullanilan 6nemli bir biyokimyasal parametredir. Ciinkii proteinler, tiim canli tiirlerinin
hayatta kalmasi i¢in temel makromolekiillerdir ve organizmalarda doku ve organlarin biiyiime ve
gelismesinin ana bilesenleridir (Fu vd., 2020; Guarda vd., 2003). Ayrica enzimlerin, hormonlarin,
ndrotransmiterlerin ve kofaktorlerin onciisiidiirler (Qiu vd., 2019). Yapilan bir ¢alismada, Giiney
Amerika tathi su balig1 olan Leporinus obtusidens, 8 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda tarimsal
bir herbisit olan klomazon’a maruz birakildi. Maruziyetin sonunda baliklarin karacigerindeki protein
diizeylerinin arttig1 bildirildi (Miron vd., 2008). Benzer sekilde, Moraes ve arkadaglar1 da pestisitler
gibi etkenlerle karsilasan baliklarda yiiksek TP seviyeleri rapor etmislerdir (Moraes vd., 2011).

Sucul ortama karisan c¢esitli ilag ve kimyasal kalintilariin oksidatif hasar belirtegleri olarak
antioksidan enzim aktivitesi dl¢limlerinin dogal ortamlarinda yasayan baliklar iizerinde yapilmasi da
ekotoksikolojik yonden 6nemlidir (Dai vd., 2014; Karaca vd., 2014; Kayhan vd., 2018). Pek ¢ok
kimyasal ve onlarin metabolitleri sucul organizmalarda oksidatif stres olusturabilir. Hiicresel
homeostazinin korunmasinda ve siirdiiriilmesinde rol oynayan antioksidan savunma sistemleri bu
nedenle ¢ok 6nemlidir. (Qiu vd., 2019; Kutluyer ve Aksakal, 2013; Karabulut ve Giilay, 2016; Zirong
ve Shijun, 2007; Firat vd., 2009). Protein igeriginin azalmasi hiicre yikimlarinin ve protein sentezinin
bozulmasinin isareti olabilir. Bizim ¢alismamizda, solunga¢ dokusunda, her ii¢ doz grubunda kontrol
grubuna kiyasla toplam protein seviyeleri artti. Karaciger dokusunda ise tiim doz gruplarinda kontrole
oranla hafif bir azalma goriildi. Protein miktarindaki degisiklikler enzim sentezinin inhibisyonundan
veya kimyasallarin neden oldugu stres kosullarinda ortaya ¢ikan yiiksek enerji talebinden
kaynaklanabilir (Tabassum vd., 2016; Orug vd., 2006; Morales vd., 2004). Tiazolidin halkas1 biyolojik
olarak aktif bir kimyasal yapidir ve bir¢ok farmakolojik aktivite ile iligkilidir. Ancak tiazolidin halkasi
ile etkilesime girebilecek biyolojik molekiiller heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir. Sonug¢ olarak, bu
caligmada tiazolidinin zebra balig1 solunga¢ ve karaciger dokulari lizerinde az da olsa zararh etkilere
neden olabilecegi goriildii.
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