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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LINURON’un GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss) SOLUNGAC
ve KARACIGER DOKULARI UZERINDE HiSTOPATOLOJIK ve
BIiYOKIMYASAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Arzu GERGIT
Atatiitiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Yrd. Dog¢. Dr. Ahmet TOPAL

Bu calismada, yabanci otlarla miicadele amaci ile sikg¢a kullanilan, etken maddesi
linuron olan herbisitin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin karaciger ve
solunga¢ dokular1 tizerindeki histopatolojik ve biyokimyasal etkileri arastirildi. Bu
amagcla bir kontrol grubu ve ti¢ muamele grubu (30, 120 ve 240 ug/L) olmak iizere
gokkusag alabaliklarina linuron ile 21 giin stireyle muamele edildi.

Belirlenen siire sonunda histopatoloji ve antioksidan enzim aktivite analizleri i¢in doku
ornekleri alindi. Lipit peroksidasyon (LPO), total glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) diizeylerinin dokulardaki analizleri spektrofotometrik
yontemle belirlendi. Karaciger dokusunda 30 pg/L konsantrasyonda SOD aktivitesi ve
GSH seviyesi artarken, CAT aktivitesi bir miktar dismistir. 120 ve 240 pg/L
konsantrasyonda ise CAT ve SOD aktiviteleri ile GSH diizeylerinde azalma
goriilmiistiir. Solungag dokusunda ise 30 ug/L konsantrasyonda GSH seviyesi ve SOD
aktivitesi diismiis, 120 ve 240 pg/L konsantrasyonda ise GSH seviyeleri ile SOD
aktiviteleri degismemistir. Histopatolojik olarak karaciger dokularinda dejeneratif ve
nekrotik degisiklikler gortiliirken, solunga¢ dokularinda ise hiicresel infiltrasyonlar ve
dejeneratif degisiklikler gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, linuron'nun yiiksek
konsantrasyonda gokkusagi alabaligi solungag ve karaciger dokularinda toksik etkilere
sebep olabilecegi tespit edilmistir.

2016, 62 sayfa

Anahtar Kelimeler: Linuron; Gokkusagi alabaligi; toksisite; antioksidan enzim;
histopatoloji; karaciger; solungag



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF HISTOPATHOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS OF
GILL AND LIVER TISSUES OF THE LINURON RAINBOW TROUT
(ONCORHYNCHUS MYKISS)

Arzu GERGIT

Atatiirk University
Graduate School of Agriculture Faculty
Departmant of Fishery Sciences

Supervisor: Assistant. Prof. Dr. Ahmet TOPAL

In this study, for the purpose of weed control, histopathological and biochemical effects
of gill and liver tissues of the linuron rainbow trout whose active ingredient is herbicide
linuron. For this purpose, a control group and three treatment groups (30, 120 and 240
ug/L) was treated for 21 days with linuron including the rainbow trout. Tissue samples
were taken for histopathology at the end of the specified period and antioxidant enzyme
activity assays.

Lipid peroxidation (LPO), total glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) analyzes were determined by spectrophotometric method in tissue
levels. While activity of SOD and GSH level increased in Liver tissue at 30 pg/L
concentration level, CAT activity has fallen slightly.

A decrease in CAT and SOD activities in the GSH levels were observed in 120 and
240ug/L  concentration. While GSH levels and SOD activity in the gill tissues within
30ug/L  concentration were decreased, SOD activities and GSH levels in 120 and
240ug/L concentration were unchanged.Whilst degenerative and necrotic changes were
seen in liver tissue within the histopathologic diagnosis, the cellular infiltrates and
degenerative changes in the gill tissues were observed.Consequently, rainbow trout in
the highest concentration of linuron can cause toxic effects in gills and lung tissues.

2016, 62 pages

Keywords: Linuron; rainbow trout; toxicity; antioxidant enzymes; histopathology;
liver; gill
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1. GIRIS

Su iirtinleri temelinde balik- ¢evre- insan iligkisinden olusan multidisipliner bir alandir.
Tiirkiye’de su iiriinleri denilince akla ilk olarak yetistiricilik ve avlanma gelmektedir.
(Karademir 2012). Su iiriinleri sektoriinde yer alan triinlerin hem ucuz ve hem de
kaliteli hayvansal proteini saglamasi nedeniyle insanoglunun beslenmesi agsindan
gittikge onemli bir hal almistir. Su {riinlerinin 1984 yilindan itibaren yaklasik olarak
yillik %11 ve lizerinde biliyiime gdstermesiyle, gida tirtinleri arasinda gelisimi hizli olan

bir sektor haline gelmesine neden olmustur (Cavdar 2009).

Ulkemizde TUIK verilerine gore 2014 yili su iiriinleri {iretimi; 2013 yilina gore %5,8
azalma gostererek 607 515 ton olarak gergeklesmistir. Uretimin %48,6’sm1 deniz
baliklar1, %7,2’sini diger deniz iirlinleri, %5,8ini i¢ su trilinleri ve %38,4’linli de diger

yetistiricilik {iriinleri olusturmustur (TUIK 2015).
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Sekil 1.1. 2014 Su Uriinleri Uretiminin Bélgesel Dagilimi (TUIK 2015)

Gelisen teknoloji, hayatimizi kolaylastirici bir¢ok yeniligi beraberinde getirmekle
beraber ‘“cevre sorunlar1” basligi altinda, ¢oziilmesi ¢ok zor olan bir¢ok sorunun da

ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermistir. Gelisen endiistrinin modern faaliyetleri



neticesinde Ozellikle tarimda olmak iizere ¢evreye devamli olarak yiiksek miktarlarda
farkli Ozelliklere sahip kimyasallar salinmaktadir. Bunlardan en yaygin olani
pestisitlerdir. Tarimsal faaliyetler ve giderek yayginlasan modern endiistrilesme bitki ve
hayvanlara direkt etki yapmakla kalmayip, beraberinde besin zincirinde biyo-
akiimiikasyona neden olmakta ve boylece zincir boyunca aktarilarak su ekosistemine
ulagip ekolojik dengenin bozmasina sebebiyet vermektedir (McEvenand and
Stephenson 1979).

Sisteme giren her bir pestisit, sudaki faunay1 ve florayr olumsuz yonde etkilemektedir
(Amdur et al. 1991). Pestisitler, ¢ok farkli tasinma yollariyla gol, deniz, akarsu hatta
atmosfere kadar yeralt1 ve yer istii sulariyla tagmarak dogal dengenin bozulmasina
neden olmakta en onemlisi ise yiyecek aglarina girerek insan sagligini tehdit eden

boyutlara varabilecek genis bir kirlilige neden olmaktadir (Boran 2010).

Pestisitlerin sucul canlilara etkileri organizmalara gore farkliliklar gosterebilmektedir.
Olimden yumurta birakma ve iiremeyi yavaslatip hatta durdurarak balik
poplilasyonlarinda azalmalara kadar bir takim olumsuzluklar gozlemlenebilmektedir.
Ayrica balik dokularinda hasarlara sebebiyet verdiginden baliklarda duyarliliga yol agip
kisa siireli aglik durumlarindan oldukga fazla etkilenmelerine neden olmaktadir (Toros
ve Maden 1991). Baliklarda meydana gelme ihtimali yiiksek olabilecek toksik ve
histopatolojik etkiler; kimyasala maruz kalma siiresine, bireyin duyarliligina,
kimyasalin dozuna ve ¢esidine bagli olarak degisim gostermektedir (Tomlin 2000;
Gunasekara 2007).

Pestistlerin organizmalarda meydana getirdikleri etkilerin arastirilmasinda bir takim
yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda en iyi ve en giivenilir sonucu veren,
toksikolojik testlerdir. Toksikolojik testler neticesinde ortaya c¢ikan sonuglar analiz
edilir ve var olan pestisitin organizmalar tizerindeki olumsuz etkileri belirlenmis olur.

Ortaya ¢ikan olumsuz etkiler neticesinde gerekli 6nlemler almir (Unsal 1998).



1.1. Pestisitlerin Siniflandirmasi

Tarimsal faaliyetler zirai miicadeleyi beraberinde getirerek fungusit, insektisit, herbisit
bakterisit olmak tizere yaklasik 12.000 kimyasal madde kullanilmaktadir (DPT 2001;
EPA 2003). Pestisitler; formiilasyon sekillerine, fiziksel yapilarina, goriiniislerine,
aktif maddelerine ve bunlarin zehirlilik 6zelliklerine, kullanim yontemlerine gore farkli
simiflandirmaya tabii tutulsalarda genellikle etkili olduklar1 zararli grup ve igerdikleri

formiilasyona gore siniflandirilir (Koren et al. 1996).

1.2. Kirletici Maddelerin Canhlar Uzerine Etkileri

Herhangi bir toksik kimyasal canli viicuduna girdikten sonra enzimler vasitasiyla
reaksiyona girerek maddelerin yapilar1 degistirip hiicre icinde baz1 yapisal farkliliklara
neden olmaktadir. Tiim organizmalarda cesitli reaksiyonlarin gerceklestigi sirada
metabolit adi verilen bilesikler olusturarak viicuttan disar1 atilabilir veya viicutta
depolanabilirler.  Bu durum organlarda fizyolojik olarak solunum veya
osmoregiilasyonda bozulmalar seklinde kendini gostermektedir. Canlilarda, toksik
maddenin viicuda alimimini takiben g¢esitli asamalardan geg¢mektedir. Bu asamalar

toksikokinetik ve toksikodinamik faz olarak iki grupta toplanabilir (Aldrich 1980).

Toksikokinetik fazda; viicut i¢ine alinan toksik maddenin hareketleri incelenmektedir.
Bu hareket dolagim sistemi i¢ine alinma, buradan diger dokulara dagilma ve viicuttan

atilma olarak gergeklesmektedir (Parlak vd 2009).

Toksikodinamik fazda ise; toksik maddenin etkilenmis hedef molekiil veya doku
tizerindeki etki giicii incelenmektedir. Cevresel agidan 6nemli olan bazi toksik maddeler
ornegin; bazi pestisitler yiiksek oranda lipofilik (yagda c¢oziinen) ve yiiksek
dayanikliliga sahip olduklar i¢in ¢ok yavas bir toksikokinetige sahip olmasini saglar.
Boylece ¢ok yavas bir birikime sahip olurken muamele durdurulsa bile viicuttan atilimi
yavas olmaktadir. Toksik maddelerin absorbsiyonu, viicutta dagilim ve atilmasi gevresel

acidan biiyiik 6nem tasimaktadir Kirleticilerin canlilar tizerinde bir¢ok noktada etkileri



gozlemlenebilmektedir. Bunlar; biyokimyasal etki, fizyolojik etki, organ seviyesinde
meydana gelen etkileri seklindedir (Parlak vd 2009).

1.2.1. Kirleticilerin biyokimyasal etkileri

Kirletici maddeler canli viicuduna alindiktan sonra viicut igerisinde birtakim
degisiklikler meydana gelmektedir. Canlida meydana gelen bu degisiklik canliy1
kirletici maddenin kotii etkilerinden koruma amaci ile karsimiza ¢ikan ilk tepki olan
koruyucu tepkidir. Bu koruyucu tepkiye ek olarak kirletici maddelerin olusturdugu
zararin  giderilmesi igin difer bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Ornegin stres
proteinlerinin salinmasi bu amagla olmaktadir. Kirletici maddeler sebebiyle ortaya ¢ikan
enzim ya da fonksiyon degisikligi her zaman zararli olmayabilir. Bu degisiklikler bazi
durumlarda canlida goriiniir bir zararl etki yaratmaz nadir de olsa olumlu degisiklikler
olarak kabul edilmektedir. Ancak bu durum ¢ok sira disi olup genellikle ortaya ¢ikan
zarar organizmanin sagligimi olumsuz yonde etkiler hatta oliimlere neden olabilir.
Kirletici maddelerin sebep oldugu degisiklikler bazi kimyasal maddelere 0zgii
olabilecegi gibi genel etki seklinde de ortaya ¢ikabilir. Biitiin bu durumlari géz oniinde
tutarak biyokimyasal etkileri iki grup altinda toplamak miimkiindiir. Bunlardan birincisi,
koruyucu fonksiyonu olanlar digeri ise kirleticilerin molekiiler hareket seklini temsil

edenlerdir (Parlak vd 2009).

1.2.2. Kirletici maddelerin organ seviyesinde etkileri

Kirletici maddeler organizmanin solunum epiteli veya dis yiizeyinden alindiktan sonra
kana gecer ve bu yolla organlara dagilir. Bu dagilim ya tesadiifi olarak yapilir veya
belirli metabolik yollar izlenerek olmaktadir. Dolayisiyla ekotoksikolojide ‘kritik hedef
organ konsantrasyonu’ olarak bilinen kavram ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, kiiciik
organizmalarda tiim canlilardaki kirletici madde konsantrasyonu analiz edildiginde bazi
hatalarin yapilma olasiligi yiiksektir. Ciinkii kimyasal madde viicudun 0&zgiin
organlarinda lokalize olmussa tiim viicuttaki madde konsantrasyonunu temsil etmez.

Ote yandan organlarin detoksifikasyon kapasitesi asildiginda kimyasal maddeler hiicre



Oliimlerine ve organ iflasina sebep olabilmektedir. Organ seviyesindeki etkinin
belirlenmesinde en iyi ornek solunum organlarindaki etkidir. Solunum kapasitesi de
baliklarda ve omurgasizlarda Olgiilebilmektedir. Solunum tepkisi ¢abuk ortaya
ciktigindan kisa siire i¢inde kirlilik etkisini ortaya koymak i¢in kullanilabilmektedir.
Cesitli kimyasallara maruz kalan ¢ogu organizmada oksijen tiiketim hiz1 i¢in belirgin bir

doz-cevap iliskisi bulunmaktadir (Parlak vd 2009).

Cizelge 1.1. Tarim ilaglarmin baliklardaki genel etkileri (Parlak vd 2009).

Kronik Akut
Kanser riski Zehirlenmeler
Larval anormallikler Anormal davraniglar

Ureme sistemi tizerine olumsuz etkileri
Endokrin bozukluklar
Norolojik hasar

Anemi

Viicuda giris yapan kimyasallar degisik organlarda toksik etki yaratabilir. Genellikle
herhangi bir kimyasala maruz kalan baliklarda 6nemli olgiide organ ve dokularda
histopatolojik degisimler meydana gelebilmektedir. Ornegin baliklarn solungag
lamellerinde 6dem olusumu, lamellerin birlesmesi, epitelyum hiicrelerinde siskinlik gibi
doku ve organ bozukluklart goézlemlenebilmektedir (Altimok ve Capkin 2007).
Kimyasallarin gostermis olduklar1 toksisite 0Ozelligide birbirinden farkhidir. Bazi
kimyasallar oldukg¢a yiiksek dozlarda giivenilirlik saglar iken bazilar1 ¢ok kiiciik
dozlarda bile ¢ok tehlikeli olabilmektedir (Parlak vd 2009).



1.3. Herbisit

Herbisit, genel anlamda yabani otlarin yok edilmesinde veya bu tarz otlarin normal
gelisimini 6nlemede kullanilan zirai ilaglara denilmektedir (Baird et al. 1971). ilk
olarak 1896 yilinda bulunmus olup 1990’l1 yillardan itibaren de ¢esitli kimyasallar
gelistirilerek giintimiize kadar kullanimi siire gelmistir (EPA 1998). Herbisitler, tiim
diinyada yabani otlarin kontroliinde kullanilarak tarimsal uygulamalarin birer pargasi
olarak kabul edilmektedir. Ancak ne yazik ki bu herbisitlerin tarimsal {iretimi ve verimi
iyilestirmek i¢in bilingsiz kullanimi, hedeflenmeyen organizmalar, 6zellikle de akuatik
yasam formlar1 ve ¢evreleri tizerinde olumsuz etkilere neden olmabilmektedir (Battaglin
2003; Scrubner 2005).

Tiirkiye’deki herbisit kullanimi, Diinyada kullanim miktarinin oldukg¢a altindadir.
Diinya’da kullanilan tarim ilaglarinin gruplara gore dagilimi incelendiginde herbisitler,
%47°1ik bir oran ile ilk siray1 alirken, bunu %29’1uk dilimini insektisitler, %19°luk pay
ile de fungisitler yer almaktadir. Diinya niifusunun giderek artmasiyla tarim alanlarinin
yiiz6lglimii de giderek azalmaktadir. Bu durum da birim alandan alinan {iriin miktarinimn
arttirtlmasin1  zorunlu hale getirmistir. Tarimsal faaliyetler adina yapilan zirai
miicadelelerde kullanilan en yaygin yontemlerin basinda herbisitler ile yapilan

miicadele yontemi yer almaktadir (Erkin ve Kismir 1996).

Herbisitlerin ekosistemde yer alan canlilar lizerindeki toksik etkileri belirlemek adina
bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilmasina ragmen, heniiz akuatik ekosistem tizerine nasil bir
etkisinin oldugu konusunda toksikolojik anlamda bilgiler olduk¢a sinirlidir (Medina et
al. 1994; Piska and Waghray 1997)

1.3.1. Linuron herbisiti

Linuron (CgH10C;2N202), N-(3,4-diklorofenil)- N-metoksi-N-metiliire olan herbisittir.

Kismen suda ¢oziilen ve ¢oziiciilerde az miktarda ¢oziinebilen kokusuz ve renksiz kati



kristal seklindedir (Kidd and James 1991). Ayrica ¢ok diisiik uguculuga da sahiptir
(Bergin 2013).

Cl

c1 N~ N7 TcH,

Sekil 1.2. Linuron'in molekiil yapis1 (U.S. EPA 1995)

Linuron, misir, havug, patates, meyve agaglari, bugday, yulaf ve arpa gibi tarla ve bahge
tirtinlerinde ¢esitli yillik yabani otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir (Du Pont
1991; Tomlin 1994). Linuron ayrica genis yaprakli yabani otlari, ¢ayir ¢imi, koruma
altindaki alanlarin yillik otlarin1 kontrol etmek i¢in ve ayni zamanda ekin olmayan
kullanim alanlar1 i¢in de kullanim1 s6z konusudur (WSSA 1989). Linuron bitki kokleri
tarafindan emilir, kloroplastlarda elektron transferini 6nleme yoluyla fotosentez etkisini
azaltarak sonunda bitki Sliimiinii gerceklestirerek islevini tamamlamaktadir (U.S.EPA
1984). Linuron genel olarak topraga uygulandiginda g¢ok etkilidir ¢iinkii yapraklar
yoluyla absorpsiyon ve translokasyon zayiftir (Bayer and Yamaguchi 1965). Linuronun
fitotoksisitesi, linuronun farklilik gdsteren tutumu, translokasyonu ve farklr bitki tiirleri

ile metabolizmasinin sonucudur (OMAF 1989).

Linuronun yaygin kullanimma Kkarsin yiizey suyu konsantrasyonlarinin olgtimleri
oldukca azdir ancak, litre bagina mikrogrami diisiirmek i¢in nanogramda seyrettigi tespit
edilmistir. Linuronun ayrica, igme suyu ve gida kalintilarinda da bulundugu tespit
edilmistir (Ames et al. 1993). Dolayisiyla sdz konusu kimyasalin ¢evresel maruziyet
potansiyeli konusunda hem insan sagligini hem de dogal yasami tehdit etme riski ile
ilgili endiseler giderek artmaktadir. Linuronun toksikolojik etkilerini inceleyen mevcut
arastirmalarin ¢ogu, linuronun bir anti-androjenik bilesik olarak faaliyeti lizerine

odaklanmistir (Schuler et al. 2008). In vitro ¢alismalarda linuronun, memelilerde,



baliklarda androjen alicilara (AR) karsi androjen baglami rekabetgi bir sekilde
engelledigini gostermistir (Bauer et al. 1998; Kojima et al. 2004). Linuronun ayrica,
farelerde erkek lireme sagligi iizerinde olumsuz etkilerinin yaninda hiicresel timor
olusumlari, testosteron iiretiminde azalma ve bunun takiben anormal iireme gelisimleri

gostermistir (Cook et al. 1993; Wilson et al. 2009).

Linuron kullanarak akuatik ortamlarin kirlenmesi dogrudan uygulama yoluyla veya
dolayli olarak sprey ile tasinimi, sizdirma, ylizey akisi olaylar1 ve 1slak/kuru birikimi
nedeniyle olusur. Bu ortamda asir1 kirlilik; dokiilmeler, ekipman yikama islemlerinden
kaynaklanabilir (O’Neill and Bailey 1987). Linuronun akuatik organizmalardaki
biyobirikimi ve biyo-konsantrasyonu hakkindaki veriler smirlhidir. Yapilan birtakim
caligmalar sonunda elde edilen verilen 1s18inda linuronun biyo-konsantrasyon igin diisiik

veya orta potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.

1.4. Serbest Radikaller (SR)

Serbest radikaller, orbitalde bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunduran atom
veya molekiillere denilmektedir. Atom ¢ekirdeklerinin tamamini kapsayan ve igerisinde
elektronlarin yer aldigi bosluklara da orbital adi verilmektedir (Gutteridge 1994).
Serbest radikaller, dis orbitalde bir ya da birden c¢ok eslesmemis -elektron
bulundurdugundan, kisa Omiirli molekiillerdir. SR’ler yer alan orbitallarin spinleri
birbirine gore ters yonde olup iki elektron yer almaktadir (Halliwell 1984; Kayis 2010).
Bu elektronlar iist kisimlarina nokta konularak ifade edilmektedir (Mercan 2004; Kay1s
2010). Radikallerin elektrik yiikleri; negatif, pozitif ya da notr olabilmektedir. Serbest
radikaller, dis orbital elektron konfigiirasyonlarinin yaninda, termodinamik ozellik
gosteren yapist ve lokal olarak kinetik reaktivite 6zellikleri goz oniinde bulundurularak

degerlendirilirler (Akkus 1995; Sen 1995).

SR’ler 3 yolla olusmaktadir (Cheesman and Slater 1993; Wu and Cederbaum 2003;
Kayis 2010).



1. Normal bir molekiile elektron transferi ile; radikal 6zelligi olamayan bir molekiil, tek
elektron transferi ile dis orbitalinde ortak olamayan elektron igeren radikal forma
doniisebilmektedir.

2. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile; kovalent bagli molekiiliin bdliinme
sonrasinda her bir pargasinda ortak elektronlarin biri kalmaktadir.

3. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile; radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden tek bir elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde ortaklanmamis elektron

alarak radikal formu olusturmaktadir.

SR’ler en fazla elektron transferi sonucu meydana gelmektedir (Halliwell and
Gutteridge 1999; Kayis 2010) ve reaktif nitrojen, reaktif oksijen tiirleri ve diger
reaktifler olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir (Song 2004; Kayis 2010).

Cizelge 1.2. Biyolojik olarak 6nemli olan bazi SR’ler (Halliwell and Gutteridge 2000)

Radikal Olmayanlar Radikal Olanlar

Hidrojen peroksit Hidroksil

Ozon Nitrik oksit
Alkoksil

Hipoklorik asit

Hidroperoksit

Peroksinitrit
Stiperoksit

Singlet oksijen

Oksijen metabolizmasindaki iirlinlerin uzaklastirilmasi enzimatik olan ve enzimatik
olmayan hiicresel savunma mekanizmalar1 ile kontrol edilmektedir (Wickens 2001,

Kayis 2010).

SR’ler eslesmemis elektronlarindan dolayr yiiksek enerjiye sahip olma ozelliklerinin

yaninda hem tehlikeli hem kullanigh yanlart bulunmaktadir. Bu nedenle yasam igin
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gereklilik arz etmektedir. SR’ler elektron transferi ile birlikte enerji iiretiminde ve
bir¢ok metabolik olaylarda onemli iiriinlerdir. Ancak zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranig gosterir ise hiicrelerde hasara neden olarak yaslanma ve dejeneratif hastaliklara

neden olacagi bilinmektedir (Akkus 1995)

1.4.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Aerobik canlilar yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in oksijeni kullanma zorunlulugu
nedeniyle, aerobik canlilar oksijenin toksik olan metabolik iiriinleri ile birlikte yagsamak
durumundadir. Oksijen, canli organizmalar1 meydana getiren molekiillerin yapisina yer
almasi, besin kaynaginda bulunan maddelere temel elementlik saglamasi1 ve aerobik
organizmalardaki oksidasyon reaksiyonunda gorev almasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir
(Thurnham 1990; Erenel vd 1992).

Normal metabolizmada O;’nin %98’i oksidazlar vasitasiyla suya donistiiriilmektedir.
Geriye kalan kisim ise oksijenazlar ile hiicre igindeki organellerin yap1 ve
fonksiyonlarmi degistirerek, hiicre membranlarinda oksidatif yikim sonucu toksik
tirtinlere dontistiiriiliir. O, metabolizmasi triinlerinin azaltilmasi; glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimatik katalaz (CAT), ve (siiperoksit dismutaz (SOD)), ve nonenzimatik
(glutatyon (GSH) ve tokoferol) hiicresel savunma sistemleri ile kontrol saglanmaktadir
(Wohaieb and Godin 1987; Wickens 2001).

Metabolik olaylarda oksijen dort elektron kabul etmektedir. Oksijenin bir tane elektron
almasiyla siiperoksit anyonu, iki tane elektron almasiyla hidrojen peroksit, ii¢ tane
elektron almasiyla hidroksil radikali ve dort tane elektron almasiyla H,O, meydana
gelmektedir (Ozdem ve Sadan 1994; Wickens 2001).

Siiperoksit radikali: Oksijenin dis orbitalinde iki elektron bulunmaktadir. Buradaki
elektronlar dis orbitalde yer aldigindan spinleri ayn1 yonde oldugu durumlarda enerji

seviyeleri oldukca diisiiktiir. Siiperoksit radikali oksitleyici 6zelligi tasiyormus gibi
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davranig gostererek bir tane daha elektron alarak, olusan peroksil anyonu iki proton
daha alarak hidrojen peroksit (H20,) olusturabilmektedir (Kiling 1986).

Hidrojen peroksit: Hiicreler i¢in oldukga toksik ozellikte olmasinin yaninda metal

iyonlar ile birlikte reaksiyona girdiginde serbest radikallere hasar vermektedir (Erenel
vd 1992).

Hidroksil radikali: Oksijen radikalleri icerisinde yer alan en fazla reaktif ozellik
gosteren ve ayn1 zamanda oldukga toksik etkisi olan radikaldir (Kiling 1986; Erenel vd
1992). Reaktivitenin yiiksek olmasi nedeniyle toksik etki gdstermesinin yan1 sira normal
biyolojik fonksiyonlar igin iretilmeleri de gerekmektedir. Fagositoz gibi bir¢ok
enzimatik tepkimenin gerg¢eklesmesi igin OH {iretilerek katalaz olayma dogrudan
katilabilmektedir (Kiling 1986).

1.4.2. Serbest radikallerin kaynaklari

Serbest radikaller, oksijenin metabolizmal basamaklarinda indirgenmasi ile meydana
gelmektedir. Ayrica organik maddelerin ¢iliriimesi, plastik maddelerin islenmesi gibi
endiistriyel faaliyetlerde oksijenin kismi rediiksiyonu ile meydana gelmektedir (Thomas
1995). Ayrica hava kirliligi, sigara dumani gibi cevresel etmenlerle karsilasilmasi
radikal olusumunu tetiklemektedir (Isik 2007; Wickens 2001). Serbest radikallerin
kaynaklar1 iki grup altinda toplanabilmektedir (Halic1 2007).

1.4.2.a. Biyolojik kaynaklar

Radyasyon, aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, aligkanlik yapan maddeler
(alkol ve uyusturucular), gevresel ajanlar, stres biyolojik kaynaklar arasinda sayilabilir
(Akkus, 1995).
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1.4.2.b. Intraselliiler kaynaklar

Kigiik molekiillerin otooksidasyonu, enzimler ve proteinler, mitokondrial elektron

transportu intraseliiler kaynaklar olarak bilinmektedir (Akkus, 1995).

1.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller etkilerini; canlilar i¢in 6nemli olan basta DNA olmak iizere,
proteinler, karbonhidratlar ve yaglarda hasar meydana getirerek gosterirler. Bunun
sonucunda da meydana gelen metabolik ve yapisal degisiklikler, c¢esitli hasar ve

hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir (Erol 2015).

1.5.1. Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

SR’ler, niikleik asitlerde tek veya gift dal kirikliklar ve ¢apraz baglanmalar yaparak
mutasyonlara neden olmaktadir. Oksijen radikalleri DNA’da bulunan baz ciftlerine etki
ederek birgok modifikasyonlara neden olmaktadir (Halliwell and Gutteridge 2001;
Cooke et al. 2003; Evans 2004; Bakir 2014). Iyonize olan radyasyonlarla meydana
gelen SR’ler DNA’y1 etkileyip hiicrede Oliime yol agarlar. Aymi zamanda lipit
peroksidasyonu sonucunda meydana gelen malondialdehit nadiren de olsa DNA’da
mutasyona sebebiyet vererek yasam ve beslenme gibi gesitli faktorlerinde bir araya
gelmesiyle farkli genetik hastaliklara ve kansere sebebiyet verebilmektedir (Akkus
1995).

1.5.2. Proteinler uizerine etkileri

Proteinler, serbest radikallerden lipitlere gore daha az etkilenirler (Erol 2015). Serbest
radikallerde bulunan proteinlerin hasarlardan dolay1 ne derecede etkilenecegi proteinde
bulunan aminoasit kompozisyonuna bagli olup radikalin toksisitesine ve proteinin

lokalizasyonuna gore degiserek vermis oldugu zararin boyutlarida degismektedir (Kavas
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1989; Erenel vd 1992). Zarar sonucu karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri
olusmaktadir (Nordberg and Arner 2001; Netto et al. 2002; Kayis 2010)
Immunoglobulin G gibi ¢ok fazla miktarda disiilfit bag1 bulunduran proteinlerin ii¢

boyutlu yapilar1 bozulmaktadir (Freeman and Crapo 1982; Bakir 2014).

1.5.3. Membran lipidleri iizerine etkileri (lipid peroksidasyonu)

Lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile meydana getirdikleri
oksidasyon ile baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonu ile devam edip sonucunda
canlida biyolojik hasara sebebiyet veren reaksiyondur. Serbest radikallerin zararli
etkilerinden en fazla etkilenen membran lipitleri olup, hiicre membraninda bulunan yag
asitlerinin doymamis baglar1 ve kolestrol, serbest radikaller ile kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyonun olusmasina neden olurlar (Weiss and Lobuglio 1982; Freeman
and Crapo 1982; Cheesman and Slater 1993; Halliwell and Gutteridge 1999). Meydana
gelen peroksidasyon oksidatif hasara neden olup memranin akiskanligini azaltmaktadir
(Kavas 1989). Dolayisiyla canlida meydana getirdigi hasarin geri doniisii yoktur
(Davies et al. 1987)

Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninda birtakim degisiklikler meydana gelerek

sonug¢lanmaktadir. Bunlar kisaca;

e  Membranin yap1 tas1 olan lipitlerin akiskanliklarinin bozulmasi

e Tiyol gruplarinda oksidasyon olusturarak membran iizerinde yer alan lipit-protein
iliskisininde deformasyon

e MDA hiicre membranlarinda iyon aligverisine etki ederek bilesiklerin c¢apraz
baglanmasina yol agarak iyon gegcirgenliginin degisimi ve enzim aktivesinin inhibe

olmasi gibi olumsuz degisikliklere neden olmaktadir (Moslen 1994; Kayis 2010).
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1.6. Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijenlerin olusumu ve bu olusumda meydana gelen hasar veya hasarlarin
Onlenebilmesi i¢in viicutta bir takim fakli savunma sistemleri yer almaktadir.
‘Antioksidan savunma sistemi’ veya ‘antioksidanlar’ diye anilan bu sistem; serbest
radikalleri nétraliz hale getirerek, olusturduklar: hasarin tamir edilmesine yardimci olur
ve viicudun olusan hasardan minimum sekilde etkilenmesi ya da viicudun tekrardan

yenilenmesini saglar (Arosio et al. 2000).

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gostermektedir (Winston 1991; Murray et al. 1993;
Hermes et al. 2001; Kayis 2010);

1. Serbest Radikallerin olusumunun engellenmesi

a-Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak
b-Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak

c-Oksijenin konsantrasyonunu azaltarak

2- Serbest Radikallerin etkisiz hale getirilmesi

a- Zincir kiric1 etki: Reaktif oksijen tiirlerini ve zincirleme reaksiyon baglatacak olan
diger maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini 6nleyici
etki seklindedir.

b- Bastirict etki: Reaktif oksijen tiirleri ile etkilesip onlara birer proton ekleyerek
aktivite kaybina neden olan etki seklinde olup flavinoidler, vitaminler Ornek
gosterilebilir.

c- Toplayict etki: Reaktif oksijen tiirlerini etkileyerek onlar1 tutmayr ve daha
minimum reaktif molekiillerine ¢evirmeye yonelik etki seklindedir.

d- Onarict etki: Oksidatif zarar gérmiis biyomolekiiller onarilarak hasar1 yok etme

etkisidir.
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Antioksidan enzimler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Antioksidan enzimler

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistem | E vitamini (o-tokoferol)
SOD (Siiperoksit dismutaz)

B-Karoten
CAT (Katalaz) .
Ubikinon
GPx (Glutatyon peroksdaz)
GR C Vitamini (askorbik asit)
GST Albumin

GSH (Glutatyon)
Melatonin

Urik asit
Flavonoidler

Bilurubin

1.7. Antioksidan Enzimler

Biyokatalizor olan enzimlerin katalizleme giicii olduk¢a yiiksektir. Organizmalardaki
yapim ve yikim tepkimelerinin tiimii enzim katalizorliiglinde meydana gelmektedir.
Dolayisiyla enzimler canlilarda olduk¢a O©nemlidir. Ayrica enzimler genellikle
organizma dis1 aktivite gosterdiginden Onemi daha da artmaktadir. En Onemli
antioksidan enzimleri: organik peroksitleri detoksifasyona ugratan glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve hidrojen peroksit (H,O)’i suya indirgeyen katalaz (CAT), siiperoksit
anyonunu H,O;’e doniistiiren siiperoksik dizmutaz (SOD)’dir. Bu enzimler Serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek organizma aktif oksijenden ve serbest radikallerden
etkilenmez (Higashi et al. 1974)
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1.7.1. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), tiim canli hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunup dogada
da oldukca yaygindir. Ayrica oksidorediiktazlarin hidroperoksidazlar smifinda yer
almaktadir (Higashi et al. 1974). Bu enzimin en énemli gérevi H,O,’i molekiiler oksijen
ve suya katalizlemesidir. CAT, hem elektron alict hem de verici olup substrat olarak da
H,0,’1 kullanmaktadir. S6z konusu bu enzim H,O,’nin hiicresel bilesiklere zarar

vermesini engellemektedir (Erol 2015).

CAT + H,0, —> CAT - H,0, (Kompleks I)

CAT - H,0, ———> CAT + 2 H,0 + O, (Katalaz aktivitesi)

2 H,O, CAT 2H,0 + 0O,

1.7.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon bir¢ok hiicrede bulunan bir tripeptittir (Sekil 1.3). L-sistein, L-glutamat ve L-
glisinden iki asamada sentezlenir. Meydana gelen peptit baglarinin her biri i¢in bir

molekiil ATP harcanmaktadir (Kiifrevioglu 2007).

NH, o}
st HO CH H,C NH !:l, H.C o}

~N s NN LTS N A
(|:| CcHy (|:| (|:H NH cZ
0] 0] (|3H2 OH

RN A SH J\ J
h'd M v

Glutamic acid cysteine glycine

Sekil 1.3. Glutatyon’un molekiil yapis1 (Perpetuo et al. 2011)
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Glutatyon; eritrosit proteinlerinde ve hemoglobin de mevcut olan sistein rezidiilerini
indirgenmis sekilde bulundurarak siilthidril tamponu goérevini iistlenmektedir. GSH’1n
hiicre i¢i derigimi hiicrenin tipine gére 0,5-10 mM arasinda degismektedir (Reed 2000).
GSH; kan hiicreleri, beyin, bobrekler, sindirim sistemi gibi pek ¢ok organ ve dokuda
bulunup asil kaynagi karacigerdir. Eksikligi ise mitokondri basta olmak {izere tiim
hiicresel fonksiyonlarinda bozulmalardan kaynaklanmaktadir (Faintuch et al. 1999).
Hiicrelerde toplam glutatyonun %5’i okside glutatyon (GSSG) olup geriye kalan
%95’1ik kisim ise GSH seklinde bulunmaktadir. Glutatyonun baslica gorevleri arasinda
sisteinin taginimi, ksenebiyotiklerde olusan detoksifikasyon, DNA’nin sentezi gibi
canlilar i¢in 6nemli olan fizyolojik olaylarda gorev almaktadir (Sen 1997). Bununla
birlikte hiicre igerisinde yer alan tiyollerin yarisini meydana getiren Glutatyon; C ve E
vitaminleri gibi eksojen kaynakli antioksidantlarin kullanilabilirligini de arttirmaktadir.
Canli dokularinda ve hiicre igerisinde GSH igeriginin azalmasina neden olan birtakim
etkenler bulunmaktadir. Bu etkenler; hiicre igerisinde glutatyon sentezinin
sinirlandirilmasi, glutatyon kullaniminin artmasi, okside olan glutatyonun hiicre

igerisinde rediiksiyonunun azaltilmasi seklindedir (Sen and Packer 2000).

Oksidatif strese karsi savunma sisteminin en Onemli basamagini glutatyon
olusturmaktadir (Ahmed vd 2000). Oksidatif stres zayifladiginda adaptasyon
mekanizmasi devreye girerek GSH seviyesini artirmaktadir. Bunun tam aksi durumunda
ise zayiflayan adaptasyon mekanizmasi ile giderek artan okside glutatyon olusumundan

dolay1 GSH seviyesinde azalma goriilmektedir (Zhang et al. 2005).

1.7.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Hiicrelerde suda ¢oziilebilen, diisiik molekiil agirligina sahip olan molekiillere glutatyon
denilmektedir (Travacio et al. 2000). Ayrica organik hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksit indirgenmesinden sorumlu enzimi olup mitokondri, hiicre membraninda ve
sitozol de yer almaktadir (Deaton and Marlin 2003). Molekiil agirlig1 yaklasik 85.000
dalton’dur Yap: olarak da birbirine benzeyen dort subiiniteden meydana gelen

tetramerik bir enzimdir (Piorunska et al. 1999). Glutayon peroksidaz intraseliiler
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anlamda lipitleri proksidasyondan koruyan en énemli enzimdir. Hiicrede 6zellikle de
sitoplazmada bulunan bu enzim hiicrenin fonksiyonunu korumasinin yani sira yapisini
da korumaktadir. Ayrica bu enzimin gorevi lipit peroksidayonu sonucu olusan
hasarlardan koruma saglamaktir (Tsai 1975) Biiyiik hiicresel antioksidan enziminin
aktivasyonu i¢in selenyum 6nemli bir kofaktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Selenyum
eksikliginde glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalma goriiliir bununla birlikte lipit

peroksidasyonunda da artis gézlenmektedir (Steenvoorden 1997; Arteel et al. 1999)

1.7.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

1968 yilinda ilk olarak Fridovich ve Mc Cord tarafindan saptanan siiperoksit dismutaz
enzimi, stiperoksit radikalinin H,O; ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir
enzim olarak gorev yapmaktadir (Mruk et al. 2002). Tiplerine gére SOD’lar 3 sekilde
smiflandirilabilir. Bunlar; manganez (Mn) SOD, ¢inko/ bakir (Zn/Cu) SOD ve demir
(Fe) SOD seklindedir. Zn/Cu SOD, kloroplastlarda, bazi bakterilerde ve Okaryot
hiicrelerin ~ sitozoliinde yer almaktadir. Prokaryot ve oOkaryot hiicrelerinin

mitokondrilerinde Mn-SOD, prokaryotlarda ise Fe-SOD bulunur (Olsvik et al. 2005).

1.8. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, organizmalarda siirekli olarak olusturulup ve antioksidan savunma
sistemi tarafindan ortadan kaldirilan molekiillerdir (Storey 1996). Bu sistemde serbest
radikallerin olusumu ile antioksidan savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasi
arasinda var olan dengeye oksidatif denge denilmektedir (Oru¢ 2010). Antioksidan
savunma mekanizmasinin yetersiz olusu yada serbest radikal olusumunun artmasi
sebebiyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi ile oksidatif stres
olusmaktadir (Hermes et al 2001; Serafini and Del 2004; Kayis 2010). Oksidatif stres
genellikle hiicre metabolizmasi ile iligkili olup DNA’daki iplik kirilmalari, 6zel
proteinlerin membranlarinda hasarlarin meydana gelmesi, lipitlerin peroksidasyonu gibi

bozukluklar1 tetiklemektedir (Halliwell and Aruoma 1991). Protein karbonilasyonu ve
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lipit peroksidasyonu gibi iki biyokimyasal diizensizlikte oksidatif stresten

kaynaklanmaktadir (Almroth et al. 2005).

Tarimsal miicadele ve tarimsal faaliyetlerde kullanilan herbisitlerin baliklar {izerinde
meydana getirdigi toksik ve histopatolojik ¢alismalar oldukg¢a azdir. Bu nedenle bu
caligmada iilkemizde kullanimi oldukg¢a yaygin olan ve etken maddesi linuron olan
herbisitin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tizerinde olusturdugu toksisitenin
belirlenmesi ve bu etken maddenin baliktaki karaciger ve solunga¢ dokularinda

meydana getirdigi histopatolojik ve biyokimyasal etkilerin incelenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tamsyn (2014), linuronun in vivo ve in vitro ortamlarda baliklarin {ireme fonksiyonlari
lizerine etkilerini arastirmislardir. En yiiksek konsantrasyona maruz kalan baliklarda
total heparik kolesterolde belirgin azalma gozlendigi, total kolesterol ile linuron
konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica kolesterol
biyosentezinin engellenmesinin, linuron tarafindan androjen sinyalinin bozulmasi
sonucu oldugu ortaya ciktigl, bunlara ek olarak antioksidan enzimler dahil olmak iizere

hiicresel stres yanitlarinda yer alan transkrip sayisinda artis oldugu gézlemlenmistir.

Boran et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada, karbaril ve maneb pestisitlerinin gokkusagi
alabalig1 solungag, karaciger, dalak ve bobrek dokular iizerine histopatolojik etkileri
incelenmis ve solunga¢ dokularinda lamellar 6dem, epitel hiicrelerinde nekroz;

karaciger, dalak ve bobrek dokularinda ise nekroz ve inflamasyon tespit edilmistir.

Nwani et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada, tatli su baligi olan Channa punctatus’ta
atrazin ve glyphosate herbisitleri ile carbosulfan insektisitinin toksik etkileri incelenmis
ve sonucta baliklarin carbosulfan insektisitine diger herbisitlerden daha hassas oldugu,
doza ve zamana bagl olarak mortalite oraninda artis oldugu ve pestisitlere cevap olarak

davranigta meydana gelen degisikliklerin strese neden oldugu rapor edilmistir.

Topal et al. (2015b), glyphosate herbisitinin gékkusagi alabaligi karaciger dokusunda
akut ve kronik etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonucunda, glyphosate herbisitinin
baliklarda yiizme performansimi etkiledigini, karacigerde histopatolojik hasara ve

antioksidan enzim aktivitelerinde olumsuz etkilere sebep oldugunu tespit etmislerdir.

Ortiz-Ordonez et al. (2011), yerbimat herbisitinin Goodea atripinnis baliklar1 solungag
ve karaciger dokular1 iizerinde biyokimyasal ve histolojik etkilerini incelemisler ve
sonug olarak her iki dokuda LPO diizeyi ve CAT aktivitesinin arttif1 ve histopatolojik

hasarlarin olustugunu rapor etmislerdir.
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Kan et al. (2012), deltamethrin pestisitinin Oreochromis niloticus baliklarinin solungag
ve karaciger dokularinda meydana getirdigi histopatolojik etkileri incelemisler ve
deltamethrin pestisitinin solunga¢ dokularinda hipertrofi, hiperplazi, tipik solungag
lezyonlari, karaciger dokularinda ise yag dejenerasyonu, vakoular dejenerasyonu gibi

histopatolojik hasarlara neden oldugunu tespit etmislerdir.

Cinkiloglu (2007), yaptig1 calismada, organofosfor grubundan olan insektisid ve avisid
fenthion bulunduran antioksidant ve GSH 6nciisii NAC’nin diisiik (0,5mg/kg) ve yiiksek
(400mg/kg) dozlarin1 Cyprinus carpio’da beyin dokusunda GSH redoks durumu,
antioksidant enzim aktivitesi ve lipid peroksidasyonu ile AChE enzim aktivitesi {izerine
etkilerini incelemistir. Sonuglar dogrultusunda, fenthionun oksidatif strese bagl
toksisitesinde NAC’nin diisiik dozda GSH redoks kapasitesi ile GST ve SOD gibi
antioksidant enzimlerin aktivitesini artirdigi, oksidatif stresi azalttig1, yiiksek dozda ise
NAC’nin beyinde GST aktivitesi ile protein diizeyini olumsuz etkileyerek oksidatif

strese neden oldugu belirlenmistir.

Isik (2007), yaptig1 calismada, tarimsal miicadelede oldukca yaygin kullanilan parathion
metil ve diazinonun farkli dozlarda gokkusag: alabaliklarinin solungag, karaciger ve kas
dokularindaki GSH ve LPO diizeyleri ile antioksidan enzim aktiviteleri SOD, GSH-PX,
GR ve GST iizerine etkileri incelenmistir. Bu siireler sonunda, farkli dozlarda LPO
diizeyi artis gosterirken, GSH diizeyinde azalma ve antioksidan enzim aktiviteleri

diizeyinde ise farkl etkilere neden oldugu tespit edilmistir.

Ferrari et al. (2007), azinfos metilin (AzMe) ve karbarile’nin gokkusagi alabaliklart
bobrek ve karaciger dokulari tizerine etkilerini arastirmislardir. Karboksilesteraz (CbE),
CAT ve GST enzimlerinin yani sira GSH ve Sitokrom P450-1A (CYP1A) seviyeleri de
karaciger ve bobrek dokularinda tespit edilmistir. Kimyasala maruz kalan tiim gruplarda
karaciger CbE enziminin belirgin sekilde inhibe oldugu, karaciger ve bobrek GSH
seviyelerinin azaldigi, karbarilin CAT enziminin artmasina neden oldugu ve AzMe' nin
ise CAT enzimini azalttigr rapor edilmistir. Ayrica, karbarile'nin GST ve CYP1A

enzimlerini artirdigi, AzMe' nin ise bu enzimleri etkilemedigi tespit edilmistir.
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Farombi et al. (2008), butachlor herbisitinin Africa kedi baliklar1 tizerindeki etkilerini
incelemisler ve bu herbisitin solungag, karaciger ve bobrek dokular1 LPO diizeyleri ile

SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artisa neden oldugunu tespit etmislerdir.

Kiparissis et al. (2003) tarafindan yapilan yapilan calismada, bir fungusit olan
vinclozolin ve cyproteran aserat’in Oryzias latipes baliklarinda gonad gelisimi iizerine
histopatolojik etkileri arastirillmis ve arastirma sonucunda erkek baliklarda
spermatogenesisin etkilendigi, ovaryum kanallarinda daralma oldugu ve ¢ift cinsiyet

(testis-ova) olusumunda artis oldugu rapor edilmistir.

Jiraungkoorskul et al. (2002), tarafindan yapilan yapilan ¢alismada, Nil Tilapiyasi
(Oreochromis niloticus) glyphosate herbisitinin subletal konsantrasyonlarina maruz
birakilmig ve organlarda meydana gelen histopatolojik degisiklikler gozlemlenmistir.
Solungaclarda hiperplazi, karacigerde hepatosit bosluklarin olusumu ve piknoz

gozlenmistir.

Oropesa et al. (2009), simazine herbisitinin sazan baliklar1 hepatopankreas dokulari

GSH ve MDA diizeylerinde artiga neden oldugunu rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi I¢ Su Baliklar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden gokkusagi alabaliklari temin edilmis olup, Akvaryum Baliklart Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde bulunan Toksikoloji Deneme Unitesi'nde deneme

kurulmustur.

3.1.2. Deneme ortami

Arastirmada 1 m ¢ap ve 1 m derinligi olan, su tahliyesi egik boru sistemiyle yapilan
fiberglas tanklar kullanildi. Baliklarin sigramasini dnlemek icin tanklarin iizeri aglarla
kapatild1 (Esenbuga 2013). Filtre sisteminden gegirilen su, kg baliga 0,5 1/dk.’dan az
olmamak sartiyla tanklara dagitildi ve deney boyunca 400 L’lik fiberglas tanklarda
sicaklik 10-12°C, pH 7,2+0,5, ¢oziinmiis O, miktar1 8,4+0,4 mg/1, su sertligi 181,6+4,23
mg/1 olarak o6lg¢iildii.

Calismada, daha once toksik maddeye maruz kalmamis ve enfeksiyon gecirmemis
gokkusagi alabaliklart kullanildi. Her bir tank igerisine 150+ 6,75 gr agirhiginda 15+
0,48 cm uzunlugunda ve cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 10 adet balik konuldu. Baliklar1
15 giinliik adaptasyon siireci boyunca %45 proteinli ticari alabalik yeminden, giinliik
olarak canli agirligin %2’si oraninda yemleme yapildi. Yemleme sabah ve aksam olmak
tizere giinde 2 kez yapildi. Tanklar her giin tahliye borusu yardimiyla sifonlanarak yem

ve digki artiklarinin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.
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3.1.3. Balik materyali

Gokkusagr alabaligi Salmonidae familyasina ait bir tiir olup, anavatani Kuzey
Amerika’dan Avrupa’ya getirilmis bir alabalik tiirii olup diinyada yiizlerce yildir kiiltiirii
yapilan ve iilkemizde de yetistiriciligi en fazla yapilan 1slah edilmis bir tiirdiir (Alpbaz
2005). Yapilan ¢alismada, ekonomik dneme sahip, adaptasyon kabiliyeti yiliksek, temini
kolay ve genis duyarliliga sahip gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus mykiss)

kullanilmustir.

Gokkusagi alabaliginin siniflandirilmasi;

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Sinif: Actinopterygii (Isinsal ylizgegliler)
Takim: Salmoniformes

Familya: Salmonidae (Somongiller)
Cins: Oncorhynchus

Tiir: Oncorhynchus mykiss

3.1.4. Uygulanan kimyasal

Etken maddesi Linuron olan Aragorn (450 SC) herbisiti Ertar Kimya firmasindan temin
edilmis olup, ticari formiilasyonu (CgH10C;2N205), N-(3,4-diklorofenil)- N-metoksi-N-

metiliire seklindedir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme plani

Deney prosediirii asagida belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.
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1. Her bir grupta 10 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilarak 4
deney grubu olusturulmus olup bu gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Uygulama dozlar1 belirlenirken linuron’nun LCsy degerinden (3 mg/L)
yararlanilmistir (Oulmi et al., 1995; Patterson, 2004; Uren et al., 2015).

a) Kontrol

b) 30 pg/L Linuron (LCsp'nin %1)
c) 120 pg/L Linuron (LCs'nin %4)
d) 240 pg/L Linuron (LCso'nin %8)

Baliklar 15 giinliik bir aklimasyon periyodundan sonra denemeye alinmis ve linuron’nin
3 farkli dozu 21 giin siire boyunca 12 saatte bir suda ¢o6ziilerek tank suyuna ilave edilip,
baliklarin kimyasala maruziyeti saglanmistir. Kontol grubuna ise hi¢cbir muamele
yapilmadan, diger baliklar ile ayni sartlar altinda (sicaklik, nem, giines 15181, karanlik
vb.) muhafaza edilmistir. Belirlenen 21 giin siire sonunda tanklarda bulunan baliklar
servikal dislokasyonla oOldiriiliip histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler igin
karaciger ve solunga¢ doku ornekleri alinmistir. Histopatolojik incelemeler i¢in dokular
%10’luk formalin soliisyonuna alinmistir. Biyokimyasal incelemeler i¢in de dokular -
20°C’de muhafaza edilmistir. Burada muhafaza edilen dokularin enzim aktivitelerini
Olgmek Tlizere karaciger ve solunga¢ dokularindan homojenatlar hazirlanmigtir.
Karaciger ve solunga¢ dokusu homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda
stireroksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) enzim aktiviteleri ile GSH ve LPO miktarlari
literatiirlere dayali, uygun metotlar kullanilmak suretiyle tespit edilmistir. Tiim dl¢timler

oda sicakliginda, ti¢ tekerriir olarak gerceklestirilmistir.

3.2.2. Enzim aktivite olciimii

3.2.2.a. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Biyokimya olclimlerinde kullanilan biitiin kimyasal malzemeler Sigma Chemicals

Company’den temin edilmis olup; potasyum kloriir (KCL), etanol, sodyum hidroksit
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(NaOH), hidroklorik asit (HCL), etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), hidrojen
peroksit (H20,), n- biitanol, piridin, tiyobarbitiirik asit (TBA), sodyum hidroksit
(NaOH) ve s1v1 azot kullanildi.

3.2.2.b. Deneylerde kullanilan cihazlar

Deney esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar;

UV-visible spektrofotometre : BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimi ile birlikte
Sogutmali santrifiij : Hettich Universal R 320

Hassas terazi : Denver Instrument TP-303

pH metre : OHAUS Starter 3100 pH Metre
Manyetik karistiricilar : Heidolph Hei-Standard

Buzdolab1 : Vestel tek kapili buzdolabi

Otomatik pipetler : Eppendorf Research Pipette set 1 ve set 2
Derin dondurucu : Sanyo MDF - 235

Calkalayicili su banyosu : GFL 1083

Distile su cihazi : GFL 2012/4

Vorteks : Heidolph Standard ve IKA MS-3 Digital
Homojenizator : Qiagen Tissuelyser LT

3.2.2.c. Doku homojenatlarimin hazirlanmasi

Karaciger ve solunga¢ dokular1 bir havan iginde sivi azot ile ogiitiilerek toz haline
getirilmistir. Her bir balik grubu dokularindan 0,025 g tartilmig, {izerlerine 1,5 ml
tampon ¢ozeltilerden (her parametre igin farkli bir tampon sistemi) ilave edilerek 1/60
(w/v) oraninda seyreltilmistir. Bu homojenatlar daha sonra homojenizatérde 10 dakika
stireyle buz {iizerinde homojenize edilmistir. Homojenatlar sogutmali santrifiij
kullanilarak her enzim igin literatiirlerde belirtilen hizlarda 4°C’de santrifiij edilmis ve

hazirlanan bu siipernatantlarda biyokimyasal 6l¢iimler yapilmistir (Erol 2015).
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3.2.3. Deneylerde kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlamslari

Lipid Peroksidasyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. LPO Homojenat Tamponu (%10 KCI):

10 g KCIl almarak bir miktar saf suda ¢d6ziindiiriilerek toplam hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

2. LPO Ol¢iim Karisim:

a) %20 Asetik asit: 13 ml %100’liik glasiyel asetik asit alinip, lizerine 65 ml saf su
eklenmistir.
b) %0.08 Tiyobarbiitirik asit (TBA): 0,48 g TBA alinip 1-2 damla 5 M NaOH ¢ozeltisi
ilavesi ile bir miktar saf suda c¢ozdirildi. Ardindan toplam hacimi 60 ml ye
tamamlandi.
c) %8 Sodyum dodesil siilfat (SDS): 0,8 g SDS alinip bir miktar saf suda ¢ozdiiriildii ve

hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlanmugtir.
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Glutatyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. GSH Miktari Olgmek Icin Gereken Cozelti (10 mM DTNB (5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid):
0,03963 g DTNB alinip ve bir miktar metil alkolde ¢oziilerek hacmi yine metil alkol ile

birlikte 10 ml ye tamamlandi.

2. GSH Homojenat Tamponu (pH 7,4, 50 mM, Tris - HCI Tamponu):
1,514 g Tris-HCI 200 ml saf suda ¢ozdiiriildii ve pH’s1 bir pH metre vasitasiyla 7,4’e

ayarlanarak hacmi saf su ile 250 ml ye tamamlandi.

3. GSH Olgiim Tamponu (pH 8,2, 200 mM, 0,2 mM EDTA (Etilendiamin tetraasetik
asit) iceren Tris-HCI Tamponu):
0,0146 g EDTA ve 6,05 g Tris-HCI alinarak 200 ml saf suda ¢ozdiiriiliip, pH’s1 bir pH

metre vasitasiyla 8,2’ye ayarlanarak hacmi saf su ile 250 ml ye tamamlandi.

Siiperoksit Dismutaz Aktivetisinin Belirlenmesinde Kullamilan Cozeltiler

1. SOD Homojenat Tamponu (pH 7,8, 50 mM, 10 mM EDTA igeren Fosfat Tamponu):

a. 0,73 g EDTA ve 7 g KH;PO,4 alinip 200 ml saf suda ¢6ziildii, pH 7,8’e ayarlanarak

hacmi saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2. SOD Olgiim Karigimu:

a) 1,2 g / L BSA (Bovine Serum Albumine): 0,0061 g tartilip, bir miktar saf suda
coziilerek ve hacmi saf su ile 6 ml’ye tamamlanmigtir.

b) 0,6 MM EDTA: 0,0035 g EDTA alinarak, bir miktar saf suda ¢6ziildii ve hacmi saf
su ile 20 ml’ye tamamlandi (1-2 damla 5M NaOH ile ¢oziinmektedir).



29

¢) 0,3 mM Ksantin: 0,0018 g Ksantin alinarak bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi saf su
ile 40 mI’ye tamamlandi.

d) 0,4 M Na,COs: 0,5088 g alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile 12
ml’ye tamamlandi.

e) 150 uM NBT (Nitro blue tetrazolium): 0,0024 g NBT (Nitroblue tetrazolium)

aliarak bir miktar saf suda ¢oziilerek hacmi saf su ile 20 ml’ye tamamlandi.

3. SOD Enziminin Aktivitesini Olgmek I¢in Gereken Cozelti (167 U/L Ksantin

oksidaz):

a) 2 M (NH4)2SOq4 : 0,7928 g (NH4)2S04 alinip, bir miktar saf suda ¢oziilerek hacmi
saf su ile 3 ml ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti her seferinde taze olarak hazirlanip

+4°C’de saklanarak soguk olarak kullanilmigtir.

b) Orijinal ambalajindan (0,3 U enzim ihtiva eden enzim ve 1 ml sinde 32 mg protein)
34.79 pl alinarak ve tizerine 2 ml soguk 2 M (NH4)2SO, ¢ozeltisi eklendi.
¢) 0.8 mM CuCl,: 0,0108 g CuCl; alinip, bir miktar saf suda ¢6ziilerek hacmi saf su ile

100 ml ye tamamlandi.

Katalaz Aktivitesini Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. CAT Olgiim Karisimi (40 mM, pH 7°de H,0, iceren 50 mM Fosfat Tamponu):
1020 pl H,O, ve 1,7 g KH,PO4 200 ml saf suda ¢oziiliip, pH’s1 7,0’a ayarlanarak 250

ml’ye tamamlandi.

2. CAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, %1 Triton X-100 iceren Fosfat
Tamponu):

1,6 g KH2PO,4 ve 2.6 ml Triton X-100 alinip 200 ml saf suda ¢ozdiiriildii ve, pH’s1 7,8’e

ayarlanarak 250 ml’ye tamamlandi.
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3.2.4. Lipid peroksidasyon seviyesinin 6l¢iimii (LPO)

Olciim prensibi: Hiicre zarinda serbest radikallerin meydana getirdigi ve ayn1 zamanda
LPO’nun son iiriinlerinden olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerin
¢ogu MDA’in tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu reaksiyonu temel alinmaktadir.
Iki molekiil TBA bir molekiil MDA ile sabit kirmizi renk olusturmak iizere reaksiyona
girmektedir. LPO 6l¢limii, Ohkawa et al. (1979) metoduna gore MDA ’in asidik ortamda
TBA ile meydana getirdigi rengin 532 nm’de Olglilmesi prensibine dayanarak
yapilmistir (Ohkawa et al. (1979).

Ol¢iim: 0,025 g doku tizerine 1,5 ml %10 KCI ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar, 5000 g 4°C’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra olusan bu
stipernatantlar LPO miktarmin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiiplerinin
icerisine 100 pl %8 sodyum dodesil siilfat (SDS), 250 ul homojenat, 750 pl %20 asetik
asit, 750 pl %0,08 TBA ve 150 pl distile su pipetlenerek vortekslenmistir. Olusan
karisim 100°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra tizerine 2,5 ml n-biitanol

ilave edilerek 6l¢tim yapilmustir.

LPO Standart Grafigi
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Sekil 3.1. MDA miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik
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Miktarin hesaplanmasi: Meydana gelen kirmizi renk miktarlar1 532 nm’de 96 kuyulu
kuartz plate kullanilarak okunmus olup seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden
hazirlanan MDA ¢o6zeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
Ol¢timler yapildr (Sekil 3.2). Numunelerin LPO miktarlari, nmol MDA/g doku olarak

tarif edilmistir.

3.2.5. Total glutatyon miktari él¢iimii (GSH)

Olciim prensibi: Olgiim ortamindaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)]
disiilfit bir kromojen olup siilfhidril gruplu bilesiklerce kolayca indirgenmektedir.

Meydana gelen sari renk 412 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilebilmektedir (Sedlak
et al. 1968).

Olciim: Sedlak et al. (1968)’in gelistirdigi yontem esas alinarak gerceklestirilmistir.
0.025 g doku iizerine 1,5 ml 50 mM Tris-HCI ilave edilipi pH 7,4‘e¢ ayarlanarak
homojenize edildi. Homojenatlar, 12.000 g 4°C’de 10 dakika santrifiij edilip ve olusan
stipernatantlar GSH seviyesinin belirlenmesinde kullanilmigtir. Deney tiipleri igerisine
1500 ul 6l¢tim tamponu (pH=8,2, 0,2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCI) 100 ul
DTNB, 500 pl siipernatant ve 7900 pl metanol pipetlenerek vortekslendi. Karigim
37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 6lgiimleri alindi.

Miktari hesaplanmasi: Olusan sar1 rengin 412 nm’de absorbanslar1 96 kuyulu kuartz
plate kullanilarak okundu. Seyreltme katsayilari dikkate alinip 6nceden hazirlanan GSH
stok ¢ozeltisi kullanildi ve daha sonra olusturulan standart grafikten (Sekil 3.3)
yararlanarak hesaplamalar yapildi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak

tarif edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak belirlendi.
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Sekil 3.2. GSH miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik

3.2.6. Siiperoksit dismutaz aktivitesi él¢iimii (SOD)

Olciim prensibi: Ksantin, XO enzimi aracihigiyla iirik aside cevrilirken olusan
stiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitrobluetetrazolium) bulunuyorsa, NBT ile
etkilesime girerek formazon boyasi olusturmaktadir. Bu bilesik 560 nm dalga boyunda
maksimum absorbans vermektedir. Buna ragmen ortamda SOD enzimi bulunuyorsa
stiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan H,O;’ye ¢evrildigi i¢in formazon olusumu
azalacak, buna bagl olarak da 560 nm’de 6l¢iilen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki
azalmanin miktar1 SOD aktivitesini vermektedir. Ozetle; SOD aktivitesi asagida verilen

IT nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle ol¢iilebilmektedir (Sun et al. 1988).

l. Ksantin X9 Urik Asit + Siiperoksit (02")
1. NBT 02° Formazon

. 20y +2H" SOD_, 0O+ HO;

Olciim: SOD aktivitesi Sun et al. (1988) tarafindan tarif edilen ydnteme gore
Olctilmiistiir. Karaciger ve solungac¢ dokulari homojenize edildikten sonra 18.000 g’de 1
saat santrifiij edilmistir. Deney tiiptine 980 ul 6l¢iim karigimi (0,3 mM ksantin, 0,6 mM
EDTA, 150 uM NBT, 0.4 M NayCOs, 1,2 g/L BSA), 200 pl supernatant, 20 ul XO
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eklendikten sonra karistirilarak yaklasik 20 dakika inkiibasyon birakilmis ve 400 pl 0,8

mM CuCl; ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

Aktivitenin hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlari 560 nm’de kuartz plate
kullanilarak okunmustur. Seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak asagidaki gelistirilen
formiilden aktivite degerleri (EU) elde edilmis ve SOD aktivitesi mmol/dakika/mg doku

olarak tarif edilmistir. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verilmistir.

AAkér _AAnumune

EU/mg doku=

AAkér

3.2.7. Katalaz aktivitesi ol¢iimii (CAT)

(")lg:ﬁm Prensibi: Aktivite, Ol¢iim ortamindaki H;O,’nin CAT vasitasiyla suya
dontisiimii saglanirken meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm’de Olclilmesi

esasina dayanmaktadir Aebi (1984).

Olciim: CAT 1n aktivitesi’nin belirttigi metoda gore 6l¢iilmiistiir. 0,025 g doku alinmus,
tizerine 1,5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7) ilave edilerek homojenize edilmistir.
Olusan homojenat 10.000 g’de 4°C’de 60 dakika santrifiij edilerek silipernatantlar

katalaz aktivitesi dl¢limiinde enzim kaynag: olarak kullanilmistir.

Kuartz plate igerisine H,O, ¢ozeltisinden 100 ul konularak numune ¢ozeltisinden 200 pl
ilave edildigi anda kronometre ¢alistirilmistir. Kuartz plate, okuyucuda 240 nm dalga
boyunda 15 saniye aralikla 3 dakika siireyle Olgiilerek absorbans azalmasi kore karsi

kaydedilmistir.

Aktivitenin hesaplanmasi: Olgiimler, lineer olarak absorbans azalmasi olan aralikta

dakika basina absorbans azalmasi olarak hesaplanmistir. Isik yolu (b)= 10mm, azalma
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katsayist (en,0,), 0,00394 (mmol-1 x mm-1) alinarak A = e.b.c formiiliinden 240 nm’de,

dakikada 1 mmol H,0,’in harcanmasini saglayan enzim miktar1 (=EU) hesaplanmustir.
Formiilde seyreltme faktorleri dikkate alinmis, 25 mg doku i¢in mmol/min= 60/25 x
AJ0,00394 seklinde olusturulan formiilde biitiin aktiviteler yerine konularak absorbans
degerlerinden hesaplanmistir. CAT aktivitesi, pmol/dakika/mg doku olarak tarif
edilmistir. Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapilmistir.

3.2.8. Histopatolojik Islemler

Baliklardan alinan solungag¢ ve karaciger doku ornekleri %10’luk tamponlu formalin
soliisyonu igerisinde 1 giin siire ile tespit olmasi i¢in bekletildi. Daha sonra doku
ornekleri kiigiiltiildii ve kasetlere alindi. Tespit sonrast dokular en az bir gece akan
¢cesme suyunda yikandi. Sonra dokularin dehidrasyon ve seffaflastirma islemleri igin
otomatik takip cihazi (Shandon Citadel 2000, ABD) kullanilarak sirasiyla %70, %80,
%090 ve %100’liik alkolde 2’ ser saat, yine ksilol soliisyonlarinda birer saat ve parafinde
56°C 2’ser saat bekletildikten sonra bloklama islemi yapildi. Bloklanan dokulardan

mikrotomda 5 mikronluk kesitler alinarak lamlara transfer edilmistir.

3.2.8.a. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Lamlar 1 saat siire ile 56°C etiivde parafinin erimesi i¢in bekletildi. Bu islem sonunda
etlivden ¢ikarilarak salelerde sirasiyla 5 dakika. ksilol I" de, 5 dk. ksilol II’ de, 3’er dk.
%100, %96, %80, %70, %60 alkolde, sonra 5 dk. distile suda bekletilerek Mayer’s
Hematoksilen (Merck) soliisyonuna batirildt ve 3 dk. bekletildi. Cesme suyu ve asit
alkol sollisyonu kullanilarak fazla boya deklore edildi. Daha sonra Eozin (Riedel Haen)
sollisyonuna alind1 3 dk. bekletildikten sonra sirastyla %60, %70, %80, %96, %100 lik
alkollerden 3’er dk. gecirilerek 10 dk. ksilole alind1 ve entellan damlatilarak, lamelle
kapatildi. Hemotoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar Olympus BX51 (DP72 kamera
atagmanli) marka 151tk mikroskobunda incelendi. Goriilen lezyonlar orta ve siddetli

olarak iki baslik altinda nitelendirildi.
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20.0 yazilim programi kullanilarak yapilmistir (SPSS
2011). Biitiin 6l¢timlerde istatistiksel farkliliklar ve 6nem seviyeleri “One-way Analysis
of Variance (ANOVA)” testi ile belirlenmis ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar énemli

kabul edilmistir. Coklu karsilagtirmalarda Duncan testi uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Histopatolojik Sonuglar

Kontrol grubuna ait karaciger dokularinda yapilan histopatolojik incelemelerde herhangi
bir patolojik bulguya rastlanmamustir (Sekil 4.1.1). Toksik madde uygulanan diger
gruplarda yapilan degerlendirmede ise 30 pg/L linuron uygulanan grupta herhangi bir
patolojik degisiklik gozlenmezken (Sekil 4.1.2), 120 ve 240 ug/L linuron uygulanan
gruplarda konsantrasyona bagli olarak siddetli dejeneratif ve nekrotik degisiklikler
gozlemlenmistir (Sekil 4.1.3, Sekil 4.1.4).

Sekil 4.1. (1) Kontrol grubuna ait karaciger histolojik yapisi. 20 um. H.E. (yildiz) (2) 30 pg/L linuron
uygulanan grubun normal histolojik goriiniimii. 20 um. H.E.(yildiz) (3) 120 pg/L linuron uygulanan
grubun karaciger hepatositlerinde orta diizeyde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler. 20 um. H.E.(oklar)
(4) 240 pg/L linuron uygulanan grubun karaciger hepatositlerinde siddetli dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler. 20 um. H.E.(oklar)
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Benzer sonuglar solunga¢ dokusu i¢inde gozlemlenmistir. Karacigerde oldugu gibi
kontrol ve 30 pg/L uygulanan konsantrasyonda herhangi bir histopatolojik bulguya
rastlanmamistir (Sekil 4.2.1). 120 ve 240 pg/L linuron uygulanan gruplarda ise
konsantrasyon artigina paralel olarak orta ve siddetli diizeyde hiicresel infiltrasyonlar ile

siddetli dejeneratif degisiklikler kaydedilmistir (Sekil 4.2.3, Sekil 4.2.4).

Sekil 4.2. (1). Kontrol grubuna ait solungag histolojik yapisi. 20 um. H.E.(y1ldiz) (2) 30 pg/L linuron
uygulanan grubun normal histolojik goriniimii. 20 pm. H.E.(yildiz) (3) 120 pg/L linuron uygulanan
grubun solungaglarinda hiicresel infiltrasyonlar ve lamellerde orta diizeyde dejeneratif degisiklikler. 20
pm. H.E.(oklar) (4) 240 pg/L linuron uygulanan grubun solungaglarinda yogun hiicresel infiltrasyonlar ve
siddetli dejeneratif degisiklikler. 20 um. H.E.(oklar)
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4.2. Biyokimyasal Sonuclar

4.2.1. LPO seviyesi

Karaciger LPO Seviyesi
10,000

9,000

8,000

7,000

nmol MDA/mg doku
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5,000
Kontrol 30 ug/L 120 pg/L 240 pg/L

| M Ortalama 6,373 6,907 6,667 8,853

Sekil 4.3. Karaciger dokusu LPO seviyeleri

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Seki 4.3 incelendiginde, karaciger dokusu kontrol grubu, 30 ve 120 pg/L
konsantrasyonlari ile kiyaslandiginda MDA miktar1 arasinda anlamli fark
bulunmamustir (p>0.05). Diger taraftan 240 pg/L uygulanan grubun MDA miktar1 diger
gruplarla kiyaslandiginda dikkat ¢ekici sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.05).
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Solungag LPO Seviyesi
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| W Ortalama 20,853 30,853 31,760 39,040

Sekil 4.4. Solunga¢ dokusu LPO seviyeleri

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.4 incelendiginde, kontrol grubu ile diger tiim gruplar kiyaslandiginda LPO
seviyelerinin 6nemli oranda arttigi gozlenmistir (p<0.05). 240 pg/L konsatrasyonda
uygulanan grubun diger gruplardan dikkate deger sekilde yiliksek oldugu gozlenmistir
(p<0.05).
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4.2.2. SOD aktivitesi

Karaciger SOD Aktivitesi
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Sekil 4.5. Karaciger dokusu SOD aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.5 incelendiginde kontrol grubu, 30 ve 120 nug/L konsantrasyonlar: ile
kiyaslandiginda karaciger SOD aktivitesi belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir
(p<0.05). Bu sonucun aksine yine kontrol grubu ile 240 pg/Lkonsatrasyonu
kiyaslandiginda SOD aktivitesinin 6nemli oranda inhibe oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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Solungag¢ SOD Aktivitesi
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Sekil 4.6. Solunga¢ dokusu SOD aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.6 incelendiginde solunga¢ dokusu kontrol grubu, 120 ve 240 pg/L
konsantrasyonlart ile kiyaslandiginda SOD aktivitesinde anlamli bir fark gézlenmezken

(p>0.05), 30 pg/L konsantrasyonda aktivite azalmasinin istatistiksel olarak anlamli

oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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4.2.3. GSH seviyesi

Karaciger GSH Seviyesi
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Sekil 4.7. Karaciger dokusu GSH aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar aras1 farki gostermektedir.

Sekil 4.7 incelendiginde karaciger dokusu kontrol grubu ile 30 pg/L konsantrasyonu
kiyaslandiginda GSH seviyesinin anlamli sekilde arttigi tespit edilmistir (p<0.05).
Bunun aksine 120 ve 240 pg/L konsantrasyonlarda uygulanan gruplarin GSH seviyesi

kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azaldigi gozlenmistir (p<0.05).
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Solungag¢ GSH Seviyesi
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Sekil 4.8. Solungag¢ dokusu GSH aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.8 incelendiginde solunga¢ kontrol grubu ile 30 pg/L konsantrasyonu

kiyaslandiginda GSH

seviyesinin

istatistiksel

olarak anlamh

sekilde

diistigii

gozlenmistir (p<0.05). Diger taraftan 120 ve 240 pg/L konsantrasyonda ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05).
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4.2.4. CAT aktivitesi

Karaciger CAT Aktivitesi
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Sekil 4.9. Karaciger dokusu CAT aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gdstermektedir.

Sekil 4.9 incelendiginde karaciger dokusu kontrol grubu diger gruplar ile
kiyaslandiginda CAT aktivitesinin dikkat c¢ekici sekilde diistiigli gézlenmistir (p<0.05).
Inhibisyon en fazla 240 pg/L dozda gergeklesirken, diger gruplarla da kiyaslandiginda
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Solungag CAT Aktivitesi
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Sekil 4.10. Solungag dokusu CAT aktivitesi

*Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir

Sekil 4.10 incelendiginde solunga¢ dokusu kontrol grubu, 30 ve 120 pg/L
konsatrasyonlar1 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farkin bulunmadigi
(p>0.05), fakat bu iki konsantrasyon arasindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir

(p<0.05). Ayrica 240 pg/L konsantrasyondaki diisiis, diger gruplarla kiyaslandiginda

anlaml1 oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartisma

Linuron ve daha birgok herbisit tarim alanlarinda giderek fazla kullanilmaya
baslanmistir ve hedef olmayan organizmalarda fizyolojik ve morfolojik degisikliklere
neden oldugu tesbit edilmistir (Tate et al. 1997; Gilreath et al. 2000; Kolpin et al.
2006). Bu kimyasallarin hedef olmayan canlilar {izerine etkilerinin arastiritlmasi olduk¢a
onemlidir (Parlak vd 2009). Bu anlamda, tarimsal ilaglarin besin zinciri yoluyla
canlilara ulasip canlilarda ne gibi etkiler gosterecegi ve bu etki mekanizmasinin nasil
isledigini tespit etmek amaclanmis; dolayisiyla yapilan bu c¢alismada linuron adh
herbisitin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin karaciger ve solungag
dokular1 tizerinde antioksidan enzim (GSH, CAT ve SOD) aktiviteleri ile lipit
peroksidasyonu iirinli olan MDA seviyelerindeki degisimler istatistiksel olarak

belirlenmis ve histopatolojik analizler yapilmstir.

Fiziksel, ¢evresel ve bircok faktoriin etkisi sonucu serbest radikaller, canlilarda ¢esitli
hastaliklarin meydana gelmesinde onemli rol oynarlar. Pek cok doku hasar1 ya da
hastaligin meydana gelmesi antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasindan
kaynaklanmakta bu durum lipid peroksidasyon iiriinleri ve serbest radikal artigdan
kaynaklanmaktadir (Halliwel and Gutteridge 1984; lkeda and Long 1990; Janssen et al.
1993). Serbest radikallerin artisi, oksadatif stresi tetiklemekle birlikte temel olarak
oksidatif stres, biyolojik sistemlerde prooksidanlar ile antioksidanlar arasindaki
dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (Bhuvarahamurthy

et al. 1996; Berk et al. 2008; Dal 2011).

Toksik maddelere maruz kalma, ekzojen ve endojen reaktif oksijen tiirleri arasinda bir
dengesizlik olusturarak antioksidan savunma sisteminde azalmaya neden olur. Bu
durum biyolojik mekanizmada dokularin hasara ugramasi, oksidatif stres, dejeneratif

hastaliklarin baglamasi ile kendini gosterir (Vaglio et al. 1999). Oksidatif hasar1 canli
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doku ve hiicrelerinde gosteren ve bununla ilgili en ¢ok kabul goren parametrelerden
birisi dokulardaki lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesidir. LPO diizeyi, hiicre ve
dokularda yapilan birtakim uygulamalar sonucu meydana gelen oksidatif hasarlarin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir (Monteiro et al. 2006; Kaplan et al.
2012; Erol 2015). Bu ¢alismada, karaciger dokusunun 240 pg/L uygulanan grupta,
solunga¢ dokularinda ise doza bagli olarak LPO seviyesinin yiikseldigi gortilmustiir.
Serbest radikal ve LPO iiretiminin dokularda sitotoksik etkinin olusmasinda rol
alabilecegi belirtilmistir (Ahmad et al. 2000). Benzer bir c¢alismada, ¢evresel
kirleticilerin LPO ftiretimine sebep olabilecegi rapor edilmistir (Monteiro et al. 2006).

Enzimatik anlamda antioksidan savunma sisteminin ilk basamaginda SOD enzimi gorev
yapmaktadir. Serbest radikallerin hem hasara neden olmasindan hem de bizzat
kendisinin yikici etkiye sahip olmasindan dolay1 siiperoksit radikalinin bertaraf
edilmesinde SOD enzimi oldukg¢a 6nemlidir. Bu enzimin aktivitesi, hiicre ve dokularda
antioksidan savunma sisteminin mekanizmasi ve durumu hakkinda bilgi vermektedir
(Orug¢ ve Uner 2000; Halic1 et al. 2012; Erol 2015). Solunga¢ dokularmda SOD
aktivitesi degismezken, 30 ve 120 pg/L linurona maruz kalan karaciger dokularinda
SOD aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigi tespit edilmistir. 240 pg/L dozunda ise
enzimin inhibe oldugu goriilmistiir. Toksik kimyasallarin serbest radikal {iretimine
sebep olmas1 SOD enziminin inhibe olmasina sebep olabilir (Kavitha and Venkateswara
2008). Benzer bir ¢aligmada ise glyphosate herbisitinin SOD enzimini azaltarak orta
derecede oksidatif strese neden olabilecegi rapor edilmistir (Lushchak et al. 2009). SOD
aktivitesinin artmasi ise hiicre icerisinde siiperoksit radikallerinin yikseldigini
gdstermektedir (Orug ve Uner 2000). Dolayisiyla, SOD aktivitesi antioksidan savunma
sistemine direkt olarak, oksidatif strese ise indirekt olarak katkida bulunur (Halic1 et al.
2012), ve SOD enzimi, oksidatif hasarin olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in bir refleks

olarak aktive olur (Topal et al. 2015a).

Biitiin hiicreler oksidatif stresten dolay: hiicreler arasi hasari dnlemek ve biyolojik
reaktiflerin detoksifikasyonu i¢in onleyici bir sisteme sahiptirler (Reed 2000). Oksidatif

strese karst savunma sisteminin en 6nemli basamaklarindan birini glutatyon (GSH)
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olusturmaktadir (Ahmed vd 2000). Calismamizda, 30 pg/L linurona maruz kalan
karaciger dokularinda GSH diizeyleri anlamli bir sekilde artmis olmasina ragmen, 120
ve 240 pg/L konsantrasyonlarinda GSH diizeyleri 6nemli bir sekilde azalmistir.
Solunga¢ dokularinda ise 30 pg/L dozunda GSH seviyesinin anlamli bir sekilde azaldig:
goriilmistiir. Canli dokularinda ve hiicre icerisinde GSH igeriginin azalmasina neden
olan birtakim etkenler bulunmaktadir. Bu etkenler; hiicre i¢erisinde glutatyon sentezinin
sinirlandirilmasi, glutatyon kullaniminin artmasi, okside olan glutatyonun hiicre
igerisinde rediiksiyonunun azaltilmasi seklindedir (Sen and Packer 2000). Oksidatif
stres zayifladiginda adaptasyon mekanizmas: devreye girerek GSH seviyesini
artirmaktadir. Bunun tam aksi durumunda ise zayiflayan adaptasyon mekanizmasi ile
giderek artan okside glutatyon olusumundan dolay1 GSH seviyesinde azalma

goriilmektedir (Zhang et al. 2005).

Yapilan benzer bir ¢alismada paraquat herbisitinin O. mykiss’e uygulandiktan sonra
alinan karaciger dokusunda toplam GSH seviyesinin verilen tim dozlarda ve gecen
slirede arttig1 bildirilmektedir (Stephensen et al. 2002). Farkli bir ¢alismada ise, 2,4-
dichlorophenol etkisine birakilan C. auratus’tan alinan karaciger dokusunda ilk giinde
azalan GSH seviyesi ile GSH/GSSG’nin, ilerleyen gilinlerde artis gostermesi diger
detoksifikasyon mekanizmalari ile iligkili ya da yeni kurulan GSH dengesi ile ilgili

olabilecegi bildirilmistir (Zhang et al. 2005).

Katalaz aktivitesinin baliklarda bir indikator olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Atli et al. 2006). Bu enzim aktivitesinin olgiilmesi antioksidan mekanizmanin hangi
yonde islediginin bilinmesinin yani sira antioksidan savunma giiciiniin belirlenmesinde
de 6nemlidir (Erol 2015). Bu ¢alismada, karaciger dokularinda CAT aktivitesinin doza
bagli olarak anlamli bir sekilde azaldigi, solunga¢ dokularinda ise 240 pg/L
konsantrasyonda anlamli bir sekilde disiisiin  oldugu tespit edilmistir. CAT
aktivitesindeki bu azalmanin enzimi inhibe eden siiperoksit radikallerinin akisindan
dolay1 olabilecegi rapor edilmistir (Sayeed et al. 2003). Bir baska ¢alismada ise, CAT

enziminin azalmasinin hiicrede H,O; birikimine sebep olacagi ve buna bagl olarak gen
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ekspresyonunda degisikliklere ve hiicre 6liimiine yol acabilecegi bildirilmistir (Calviello
et al. 2006).

Karaciger diger organlardan farkli olarak kirleticilerin toplanip yeniden dagitimi,
detoksifikasyonunda onemli rol oynayip kirleticilerin neden oldugu patolojik etkilerin
aktif noktasi olarak davranir (El-Shahawi et al. 1998). Baliklarda karaciger, kimysal
maddeleri baglayarak toksik etkilerinin giderilmesinde goérevi olan glutatyon ve
metallothionein gibi baglayici 6zelligi olan proteinlerin sentez yeridir (Saglamtimur vd
2003). Bu yiizden, c¢evresel Kkirleticilere maruz kalan karaciger dokularinda
histopatolojik degisiklikler meydana gelebilir ve karaciger histolojisi hepatik yap1 ve
fonksiyonu ile ¢evresel faktorler arasinda etkilesimi belirlemek i¢in bir model olarak
kullanilabilir. Ayrica karaciger histopatolojisi kimyasal toksisitenin bir indikatoriidiir
(Riba et al. 2005; Capkin et al. 2009). Bu ¢alismada, 30 ug/L linuron uygulanan grupta
herhangi bir patolojik degisiklik izlenmemesine karsin, 120 ve 240 upg/L linuron
uygulanan gruplarda toksik maddenin dozuyla dogru orantili olan siddette dejeneratif ve
nekrotik degisikliklere rastlanmistir. Bu sonuglar, literatiirde yapilan bir ¢alismayla
benzerlik gostermektedir. Oulmi et al. (1995), yaptiklari ¢aligmada linuronun gokkusagi
alabalig1 karaciger dokularinda, hepatositlerde degisiklikler, hiicre ¢ogalmasi, glikojen
azalmasi, lipit birikimi gibi histopatolojik bulgulari goézlemlemislerdir (Oulmi et al.
1995). Diger herbisitlerle yapilan ¢alismalarla bulgularimiz paralellik gostermektedir
(Neskovic et al. 1996; Jiraungkoorskul et al. 2003; Ayoola 2008a). Ornegin glyphosate
herbisitine maruz kalan farkli balik tiirlerinin karaciger dokularinda, vakoullesme, niiklear
piknosiz (Jiraungkoorskul et al. 2003), yag dejenerasyonu, hepatik nekrosiz ve 1okosit
infiltrasyonu (Ayoola 2008a) ve karaciger hasari tespit edilmistir (Neskovic et al. 1996).
Karacigerin yapis1 iizerinde meydana gelen histopatolojik degisiklikler, bu organin
fonksiyonlarini etkileyebilir ve bu hasarlar linuron konsantrasyonlarina genel bir stres

cevabi olarak diistiniilebilir.

Solungaclar iyon dengesi, osmoregiilasyonun diizenlenmesi ve solunum gazlarinin
transportunda Onemli bir role sahip oldugundan dolayr sucul canlilarda hayati bir

organdir. Baliklar solungaclart araciligi ile ¢evreyle ¢ok yakin iligki icerisinde olmalari
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nedeniyle sucul kirleticilerle ¢ok yakin hale gelmektedir (Pratap et al. 1989). Toksik
kimyasallar sucul organizmalarin osmoregiilasyon fonksiyonunu bozarak ve oksijen
tilketimini azaltarak solunga¢ dokularina hasar vermektedir. Solunga¢ dokularinda
meydana gelen histopatolojik degisiklikler gaz degisiminde bozukluklara neden
olmaktadir (Ghate and Mulherkar 1979; Pecbua et al. 2008). Bu ¢alismada, kontrol
grubu solungag¢ dokularinda herhangi bir histopatolojik bir bulguya rastlanmazken, 30
ug/L linuron uygulanan grup kontrole benzerlik gosterdi. 120 ve 240 ug/L linuron
uygulanan gruplarda artan doza bagli olarak orta ve siddetli diizeyde hiicresel
infiltrasyonlar ve siddetli dejeneratif degisiklikler gézlenmistir. Bu sonuglar literatiirde
diger herbisitlerle yapilan ¢aligsmalara benzerlik géstermektedir (Shiogiri et al. 2012;
Ayoola 2008b; Jiraungkoorskul et al. 2003). Bu degerlendirmeler 1s1ginda linuronun

solunga¢ dokularinda olumsuz etkilere sebep olabilecegini soyleyebiliriz.

5.2. Sonug¢ ve Oneriler

Karaciger dokusundan elde edilen bulgular g6z Oniine alindiginda, 30 pg/L
konsantrasyon uygulanan grubun SOD aktivitesi ve GSH seviyesi artar iken, CAT
aktivitesi bir miktar diismistiir. Bu sekilde hiicre, uygulanan maddenin meydana
getirdigi oksidatif stresi engelleyerek hasar1 azaltmistir. Ayni sekilde 120 pg/L
uygulanan grupta SOD aktivitesi artarken, dozun artmasina bagli olarak GSH
harcanarak seviyesi azalmig, CAT aktivitesi ise belirgin sekilde inhibe olmustur. Artan
SOD aktivitesi siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite doniistimiinii saglamis, GSH
ile olusan bu peroksitler etkisiz hale getirilerek dokuyu hasar1 olusumunu engellemek
icin yeterli olmugtur. Bu siiregte GSH seviyesi azalsa da karaciger dokusu 6énemli bir
GSH kaynag1 oldugundan artan strese karst 6nemli bir savunma gergeklestirmistir. Bu
sonuclarin aksine 240 pg/lL dozda siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite
donilistimiinii saglayarak, savunmanin ilk ve en Onemli basamagini olusturan SOD
enziminin aktivitesi onemli diizeyde inhibe olmustur. Ayrica GSH rejenerasyonu ve
CAT aktivitesi 0onemli seviyede diigmiis olup, bunun sonucunda doku hasar1 énemli
miktarda artmistir. Tim bu mekanizmalar bir biitiin halinde g6z Oniinde

bulunduruldugunda uygulanan maddenin 30 ve 120 ug/L konsantrasyonlarda meydana
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getirdigi toksisite karaciger dokusu tarafindan tdlere edilebilir iken, 240 pg/L
konsantrasyonunda meydana gelen diisiisler sebebiyle hasar engellenememistir.
Solunga¢ dokusu antioksidan bulgular1 degerlendirildiginde 30, 120 ve 240 pg/L

konsantrasyonlarda uygulanan maddenin dokuda hasar olusturdugu gozlemlenmistir.

Bir tarim iilkesi olan yurdumuzda olduk¢a yaygin olarak kullanilan Linuron in vivo
veya in vitro ¢alisma alanlarina alinip sucul canlilar iizerindeki etkilerini belirlemek ve
ortaya koymak adina olduk¢a onemlidir. Bu ¢alismadaki verilerin su canlilar1 lizerinde
risk faktorii olusturup olusturmadigini belirlemek icin herbisit kullanimia bir 151k

tutacaginin kanisindayiz.

Pestisitlerin kullanimin1 tamamen kaldirmak ya da kullanimin1 yasaklamak daha etkili
ve daha ekonomik bir bagka yol buluncaya kadar giinlimiiz sartlar1 altinda miimkiin
degildir. Fakat gerekli tedbirleri almak suretiyle tarim ilaglarinin su ve toprak kirliligi
acisindan meydana getirdigi birtakim sorunlari minimize etmek miimkiindiir. Bu durum

g0z onilinde bulundurularak alinabilecek 6nemler sdyle siralanabilir:

1. Oncelikle kimyasal ve biyolojik anlamda ¢abuk pargalanabilen, parcalandig
zamanda bitki, su, toprak, gida gibi ortamlarda en diisiik diizeyde artik madde
birakmasiyla birlikte toksik 6zellik gostermeyen herbisit ilaglar: kullanilmalidir.

2. Bitkiye ya da birim alana uygulanacak tarim ilacinin uygulama sayis1 ve dozu en
diisiik diizeye indirgenmelidir.

3. Ulkemizde giderek kullamimi yayginlasan tarim ilaglariyla ilgili toksikolojik
caligmalar yapilmasinin yani sira alict kaynak olanlarda da bu maddelerin
konsantrasyonlar izlenip kirlilik durumlar1 ortaya konulmalidir.

4. Toksik maddeler besin zincirinin basamaklarinda bulunan tiim canlilan etkilemekte
dolayisiyla bu tarz ¢alismalar besin zincirinin her basamagindaki canlilar kullanilarak
yayginlastirilmali ve veri tabani olusturulmalidir.

5. Ilaglamalarda hava araglar1 degil, daha lokal etkili ekipmanlar kullanilmalidir.

6. Su kaynaklar1 dikkate alinarak bunlara ulasimi engellenecek seklide ilaglama

yapilmalidir.
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