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OZET

Bu ¢alismada sucul ekosisteme evsel, endustriyel ve genel amagli kullanim sonucunda
kirletici olarak karisan ¢inko metal kompleksi olan ¢inko piritionun (ZnPT) LCso
degerinin 1/24 (2,5pl/L ) ve 1/12 (5ul/L)’sinin Oreochromis niloticus turinin
fingerlinglerinde genotoksik etkileri, balik eritrositlerinde mikronikleus testi
kullanilarak belirlenmistir. Yapilan laboratuvar calismalari sonucunda 24 ve 96 saat
streyle ZnPT’a maruz birakilan bireylerin kontrol grubuna gore mikronikleus ve

morfolojik diizensizlik degerlerinde artis goruldigu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

In this study, zinc pyrithione (ZnPT), which is a zinc metal complex pollutant mixed in
domestic, industrial and general purpose use to aquatic ecosystem, has an LCso value of
1/24 (2,5uL/L) and 1/12 (5uL/L) of Oreochromis niloticus Possible genotoxic effects in
the Oreochromis niloticus fingerlings were determined using micronucleus test in fish
erythrocytes. As a result of the laboratory studies performed, it was determined that the
individuals exposed to ZnPT for 24 and 96 hours showed an increase in micronucleus

and morphological irregularities according to the control group.
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BOLUM 1
GIRIS
Hizli ve kontrolsiz bir bicimde artan dinya nufusu, yetersiz beslenme, pléansiz
sehirlesme, yanlis arazi kullanimi, tehlikeli maddeler, hizla yok olan yesil alanlar ve
ormanlar, bilingsiz enerji Uretimi ve tlketimi, turizm faaliyetleri, sanayilesme gibi
bircok antropojenik etkinin yarattigi olumsuzluklar ginimizde ortaya c¢ikan en dnemli
cevre sorunlaridir. Bu gelismelere bagl olarak ortaya ¢ikan kirliligin boyutlarinin hizla
artis gostermesi nedeniyle dinyadaki ekosistemlerin dengeleri bozulmakta ve buna
bagl olarak dogal ortamda yasayan canlilarin da bu durumdan olumsuz etkilenmeleri
sonucu dogmaktadir. Dlnyadaki sucul ekosistemler, hava ve toprak ekosistemlerine
gore daha yuksek oranda kirlilige maruz kalmakta ve kirlilik sucul ekosistemde cok
bilyiik alanlara dagilarak organizma (izerinde olumsuz etkilere sebep olmaktadir. insan

ve hayvan sagligini tehdit eden en 6énemli sorunlarin basinda cevre problemleri

gelmektedir, bu sorunlar her gecen giin artarak karsimiza ¢ikmaktadir. [1, 2].

Dogal dengeyi bozan kirletici elemanlardan bir kagi organik maddeler, agir metaller,
petrol tirevleri, yapay tarimsal gubreler, deterjanlar, radyoaktivite, pestisitler, inorganik

tuzlar, yapay organik kimyasal maddelerdir [3].

Toksik maddelerin 6nemli bir grubunu da agir metaller olusturmaktadir. Yogunlugu
5gr/cm® den biyiik olan Cu, Fe, Zn, Pb, Co, Mn, Cr, Ni ve Cd gibi metal gruplarina agir
metaller adi verilmektedir [4]. Agir metaller dogal yollarin disinda jeolojik ayrisma,
sehir sel sulari, maden tasfiyeleri, endlstriyel maddeler, tarimda tercih edilen gubreler
ve ilaglar, endistriyel baca gazlari, sehir igi ve sehirlerarasi ara¢ trafigi, cop toplama
alanlarinin sizinti sulari ile sucul ekosistemlere yayilarak ve sucul ortamlarda ciddi

kirlenmeler olmaktadir [5-9].

Dogaya birakilan antropojenik maddeler zamanla ayrisip c¢evreye ddnmekte ve
teknolojinin fazla olarak drettigi kalici toksik maddeler ve agir metaller ortamda her
gecen gun biraz daha artmaktadir. Tehlikeli boyutlarda agir metal birikimleri sonucunda
dogdal sularin kalitesi bozulmakta ve dogal sularda gesitli tuzlar halinde bulunan agir
metaller genel olarak her tirden su organizmasina akut toksik etkiye sahiptir [10].



1.1. Cinko Pirition

Cinko, dogada bircok mineral ile birlesim halinde bulundugundan, ekosistemdeki,
baslica kaynagini endustriyel ve madensel atiklar olusturur [11]. Bu atiklardan farkl
olarak atmosferik parcaciklar, evsel ve tarimsal atiklar, sucul ekosistemlerde cinko

derisimini arttiran nedenlerdendir [5].

Cinko pirition (ZnPT); c¢inko koordinasyon kompleksidir ve yaygin olarak anti-kepek

sampuani olarak kullanihr [12].
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Sekil 1.1. Cinko piritionun kimyasal formili [13]

Tablo 1.1. Cinko piritionun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [13]

Molekul formulu C10H8N202S2Zn

IUPAC ismi bis(2-pyridylthio)zincl,1’-dioxide
CAS numarasl 13463-41-7

Molar hacmi 317,70 g/mol

Erime noktasi 240°C

Sudaki ¢oziinebilirligi 8 ppm (Ph 7)

Cinkonun membran bitunliginin korunmasinda gérev yaptigi gibi antioksidant bir
roliniin oldugu da belirtilmistir [14]. Buna ek olarak cinko hiicre bélunmesinde,
blyume, metabolizma ve bagisiklik sisteminde de 6nemli roller oynamaktadir [15].
Organizmalarda ¢inkonun reaktif oksijen tirleri, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri

ve singlet Oksijen (O2) gibi hilicreye zarar veren serbest radikallere karsi koruyucu gorev
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yaptigi belirtilmektedir [16]. Cinkonun O ve Kikirt (S) donerleriyle cok kolay
kompleks yapabildigi, nikleik asit biyosentezinde goérev aldigi ve dokularin
duzelmesiyle ilgisinin oldugu belirtilmistir [17]. Cinkonun yiiksek derisimleri ise sucul
organizmalar Uzerinde toksik etkiye sebep oldugu cesitli arastiricilar tarafindan
belirtilmektedir [18].

Baliklarda cinkonun hedef organi solungag epiteli olup hypoksiaya neden olmakta diger
taraftan ozmoregulasyon bozukluklari, asidosis, atardamarlarda dustk oksijen basici ve
solungac ve i¢ organlarda gaz degisimi aksamalarina neden oldugu bildirilmektedir
[19]. Bunun yani sira ¢inkonun baliklarda solunum ve kalp fizyolojisinde degisimlere
neden oldugu da belirtilmektedir [20]. Cinkonun organizmalarda yaptigi biyokimyasal
degisimler arasinda enzimler Uzerinde yer alan diger metallerin yerini almasi, tiyol
guruplari ve bazi aminoasitlere baglanarak polipeptid zincirinde yapisal degisimlere
neden olmasi, canh hicrelerde enerji metabolizmasini etkilemesi, asiri metallothionein
uretimine neden olmasi ve tim membranlarda iyon tasinim kanallariyla etkilesime

girmesi sayilabilir [21].

Bircok organizma icin gerekli bir element olan Zn*?’nin, subletal derisimlerinde
baliklarda buyumeyi geciktirici ve durdurucu etkilere neden oldugu, yuzme
hareketlerini, davranis ve kan kimyasini degistirdigi; dogurganhgi ve osmoregilator

kapasiteyi bozdugu belirtilmektedir [22].

1.2. Genetik Toksikoloji

Genetik toksikoloji, kimyasallar ve radyasyonun kalitsal materyaller ya da hcreler
uzerindeki toksik etkilerini incelemektedir. Genetik toksikoloji ayrica mikronukleus
formasyonunu, kromozomal anomalileri, kromozomal anoploidileri ve memeli
hlcrelerindeki morfolojik ve neoplastik transformasyonlari da kapsamaktadir. Buna ek
olarak kimyasal karsinojenleri ve bunlarin onkogenleri aktivasyonunu, timaor supresor
genlerindeki kotu huylu mutasyonlari da incelemektedir. Genetik toksikoloji
arastirmacilara DNA hasarini, kimyasal karsinojen UV ve iyonize radyasyonun
mutajenik ve karsinojenik etkilerini 6lgmeye olanak tanimaktadir [23].



1.3.Genetik Toksikoloji Testleri

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, cesitli mekanizmalarla dogrudan
veya dolayli olarak genetik materyalde hasara neden olan bilesikleri bulmak igin
gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar. 1970’lerden bu yana mutajenik ve
genotoksik olan maddelerin karsinojenik potansiyellerini 6lcebilmek icin birgok
genotoksisite testi gelistirilmistir. Genotoksisite testleri bircok fiziksel ve kimyasal
ajanin genetik aractaki etkilerini ve guvenirliliklerini arastirmada genis kullanim

alanlarina sahiptir [24-28].

1.4. Mikronukleus ve Mikrontkleus Testi

MikronUkleus; ana cekirdekten ayri, asentrik kromozom veya kromatid fragmanlari
veya mitoz sirasinda telofazin tamamlanmasinda anafazda ayrilma sirasinda ig
ipliklerine tutunmadigindan cekirdege dahil olmayan DNA parcalaridir. Dolayisiyla
mikron(kleus, anafazda asentrik fragmanlara neden olan kromozom kirilmalari gibi

klastojenik veya antjenik mekanizmalar sonucu olusabilmektedir [29].

Mikronukleus sayisindaki artis, ajanlarin olusturdugu sayisal ve yapisal olarak
kromozom anomalilerinin dolayli bir gostergesi seklinde degerlendirilebilmektedir.
MikronUkleus ara safhali hiicrelerde kolaylikla saptanabilir. Mikronikleus testi, in vivo
ve in vitro olarak uygulanabilen bir test olmakla beraber sitogenetik hasari tespit
etmede, kromozom analizlerine gore kolay yapilabilir, daha fazla hicre sayimi ve
istatistiki acidan daha uygun sonu¢ eldesi gibi avantajlardan dolay! yaygin sekilde

kullanim alanina sahiptir [30].

1.5. Akuatik Toksikolojide Mikronukleus Testi

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan 1979 yilinda 129

maddelik 6ncelikli gevre kirletici listesi yayinlamistir [31]. Takip eden yillarda bu liste

yeni maddelerin eklenmesiyle yildan yila artis géstermistir. OECD verilerin gore 1994

yilinda mevcut olan 100.000 civarindaki kimyasal maddeye yilda yaklasik 1.500 yeni

kimyasalin eklendigini 6ne surtlmektedir. Endustriyel teknolojinin ilerlemesiyle
4



birlikte, endustriyel atik kaynaklari daha da karmasik bir hale gelmekte ve bundan
dolayl da atik sularin toksisitesi de daha ciddi dizeylere ulasmaktadir. Havayi ve
topragi Kirleten dogal veya antropojenik Kirleticiler nihayetinde su ortamina da
ulasmakta ve bu atiklarin birikimi ve kaliciligi biyolojik yasami tehdit eder hale
gelmektedir. Kirleticilerin sucul ekosistemlere atilmasinin hem bentozda hem de
demersal ve pelajik ortamdaki besin zincirlerinde birikmesine yol acabilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle insanlar Kirlilige maruz kalmis sucul ortamda yasayan
canhilari besin olarak tikettikleri sirece toksik maddelere Omir boyu maruz
kalmaktadirlar. Bu nedenle, Kkirleticilerin suda yasayan organizmalar (Gzerindeki

etkilerinin ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir [32].

Sularin biyolojik denetimi, Kirletici konsantrasyonlarinin sucul canlilarin dokularindaki
tespiti ile gerceklestirilmektedir. Bu prosedir "doz gostergeleri™ ve “etki gostergeleri”
olarak isimlendirilen biyolojik parametrelerin muhtemel degisikliklerini ortaya c¢ikaran
biyolojik belirteclerdir. Doz gdstergelerinin kullanilmasi, nelerin aranmasi gerektigine
iliskin bilgiyi ima ederken, etki gostergelerinin kullanilmasi, heniiz tanimlanmamis
maddeler tarafindan Uretilen hasarin tespit edilmesine imkan vermektedir. Bu biyolojik
gostergeler arasinda, muhtemel kanserojenik 6zelliklere sahip sayisiz madde tarafindan
uretilen hasarin tespit edilmesine izin verdigi icin sitogenetik testler 6zellikle yararlidir.
Stahl [33, 34] endustriyel atik sularin %30’unun genotoksik kimyasallarla kirlendigini
belirtmistir. Glnimdizde bu durumun ¢ok yuksek seviyelere ulasmis oldugunu tahmin

etmek zor degildir.

Mevcut sitogenetik tahlillerde klostojenik ve anevizik ajanlarin neden oldugu yapisal ve
sayisal kromozomal aberasyonlarin  tespitinde siklikla  mikronikleus  testi
kullaniimaktadir. Mikrontikleus testinin laboratuvar arastirmalarinda ksenobiyotiklerin
genotoksisitesini  degerlendirmek ve in situ calismalar sirasinda su kalitesini

degerlendirmek icin uygun bir ara¢ oldugu kabul edilmektedir [32].

Bu calisma ile toksisitesi yiiksek olan ¢inko pirition agir metalinin canhilar tzerindeki
etkilerinin arastirilmasindan hareketle 1/24 ( 2,5ul/L ) ve 1/12 (5 pl/L )’sinin maruz
birakilan Oreochromis niloticus tdrtnin fingerlinglerin de olusacak genotoksik

etkilerin, mikrontkleus testi ile belirlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Mikrontkleus, 19. Yuzyilin sonunda Howell ve Jolly’nin, kedilerden ve siganlardan
alinan kicuk inkluzyonlari bulmasiyla tanindi. Howell-Jolly cisimleri olarak
adlandirilan kicuk inklizyonlar, siddetli anemi hastalarinin periferik kan eritrositlerinde
de gorulmektedir [35].

Countryman ve Heddle [36] kiltirde insan lenfositlerinin kullanildigi bir yéntem
bildirmislerdir. Bu yonteme Fenech ve Moley [37] tarafindan sitokalazin B kullanilarak
degisiklikler yapilmis ve bu degisiklikler insanlar tarafindan kullanilarak glnumiize

kadar ulasmistir.

Lahdetie ve calisma arkadaslari [38] ile Tates ve calisma arkadaslari [39] erkek germ
hicreleri kullanan bir yontem bildirmislerdir. Sunduklari raporlarda, kimyasallarin
kahtsal yan etkilerinin potansiyelini saptamak icin mikronikleus testinin

kullanilabilecegini ileri sirmuglerdir.

Mikronikleus testi normalden buyuk boyuttaki nikleuslari da tespit etmektedir [40].
Mitotik aparatin bozulmasina neden olan kimyasallari tespit etmek icin antikoru
kullanarak kinetokora spesifik boyama baslatilmistir [41]. Hayashi ve calisma
arkadaslari, periferik kandan mikronikleus izole etme yontemi ve sentromere sahip

olmayan mikronukleuslari ayirt etme yontemini bildirmislerdir [42].

Baliklar sudaki genotoksikoloji alaninda en ¢ok kullanilan hayvanlardir. Baliklarla ilgili
biyolojik izlenme tekniklerinin gelistirilmesi, dustk konsantrasyonda bile etki eden
toksikantlari kontrol etme imkani sunmaktadir. Baliklar Gzerine yapilmis olan ZnPT ile
ilgili calismalara ve mikronikleus testine ©Ornek olarak asagidaki calismalar

gosterilebilir.

Clearwater ve calisma arkadaslari [43] baliklar igin besinlerde belirli oranlarda cinko
bulunmasinin sart oldugu bildirilmektedir ve bu oran ¢ogunlukla kuru yemde 20 mg/kg
civarindadir. Borovansky [44], Chukhlovin [45] ve Wood [46] adh arastiricilar da

cinkonun nispeten non-toksik bir element oldugunun kabul edilmesine ragmen, diger



tim agir metaller de oldugu gibi canlinin yiksek dozlara maruz kalmasi durumunda

toksik etki gosterdigini bildirmektedirler.

Thorp ve Lake bir tatli su karidesi olan Paratya tasamaniensis i¢in ZnPt’nin 96 saatlik

LCso degerini 1,1 mg/l olarak bulmustur [47] .

Burton ve Fisher; Palaemonetes pugio adli karides tirtinde yapilan bir ¢alismada ¢inko
icin 48 saatlik LCso degeri 11,3 mg/l olarak bildirilmistir [48] .

+21

Matthiesen, yaptigi calismada Gastrosteus aculeatus’un distile suda 0,5-1,0 mg Zn*“’ya
maruz birakilmasinin baliklarin 1-3 giin icerisinde 6lumine yol agtigini ancak sert suda
2.0-2.6 mg Zn*#’nin 700 saatlik bir siire boyunca baliklarda herhangi bir toksik etki

gostermedigini kaydetmistir [49] .

Phoxinus phoxinus ile yapilan bir calismada [50] 0,05-0,20 ppm Zn*?’ya maruz
birakilan baliklarin 150 ginlik stre sonunda kontrol grubuna oranla ¢cok daha yavas
blylme gosterdigini tespit etmistir. Arastirmaci ayni zamanda juvenillerin, erginlere
oranla ¢inkoya daha duyarli oldugunu wvurgulamistir. Brungs [51], Crandall ve
Goodnight [52], Cinkonun sub-lethal konsantrasyonlarinin uzun sireli uygulanmasinin
Poecilia reticulatus, Pimaphales promelas ve Lebistes reticulatus gibi balik turlerinde
de biyimeyi olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Bu durumun cinko verilen baliklarda
istahin azalmasina ve/veya tat reseptorlerinin bozulmus olmasina bagli olabilecegini 6ne
strmustir. Ancak diger taraftan ¢inkonun, karaciger mitokondrisinde inorganik fosfatin
organik fosfata donustirilmesini bozdugu ve dokulara oksijen alinimini inhibe ettigi

bulunmustur [53] .

Watson ve McKeown [54] 0,21-1,12 ppm c¢inkoya maruz biraktiklari Oncohynchus
mykiss’de Zn uygulamasinin baliklarda 7. gine kadar glukoz seviyesini arttirdigini,

ancak sonraki dénemde glukoz seviyesinin tekrar normale déndiguni tespit etmislerdir.

Mishra ve Srivastava [55] ise 100 ppm ¢inkoya 90 saat stireyle maruz birakilan Colisa
fasciatus’da alyuvar ve akyuvar sayisi, hematokrit ve l6kokritin distigund, trombosit
sayisi, pihtilasma suresi ve hemoglobin seviyesinin degismedigini, sedimantasyon

oraninin ise arttigini bulmuslardir.



Grobler ve ¢alisma arkadaslari [56] Tilapia sparrmanii’de yaptiklari ¢calismada ¢inkoya
(98 mg/l) maruz birakilan baliklarin oksijen tiketim oraninin distlgind tespit
etmislerdir. Ayni calismada bu durumun solungacglarda mukus birikimi ve/veya
solungaclarda meydana gelen yapisal hasar sonucu gelismis olabilecedi vurgulanmistir.
Ayrica yiksek konsantrasyonlarda cginkoya maruz birakilan baliklarda laktik asit

seviyesinin de ylkseldigi bildirilmistir [57].

Oner ve calisma arkadaslari [58] 5, 10, 20 ve 30 giin siireyle ZnCl?’e maruz biraktiklari

O. niloticus serum total protein seviyesinin degismedigini tespit etmislerdir.

Firat ve Kargin [59] 0,5 mg/I’lik ¢inkoya 7 ve 14 gln sureyle maruz biraktiklari O.
niloticus albimin, seruloplazmin, plazma glukoz ve total protein seviyesinin her iki

deneme siresinde de kontrol grubuna oranla yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Kurihara ve calisma arkadaslari [60] tarafindan Umbra limi ve Carassius auratus
tirlerinde kromozomal aberasyonlari ve mikronikleusu incelenmis, yine Ueda ve
calisma arkadaslari [61] tarafindan ise Rhodeus ocellatus ve C. auratus tlrlerinde

mitomisin C’nin etkileri mikronikleus testi ile belirlenmistir.

Al-Sabti [62] tarafindan ise Carassius gibelio tlriinde disik konsantrasyonda
selenyum, civa, metil civa ve bunlarin karisiminin mikronikleus indiksiyonunu

genotoksik etkileri belirlenmistir.

Arkhipchuk ve Garanko [63] Cyprinus carpio, C. gibelio ve Tilapia (Saratherodon)
mossambica tirlerinde bakir, kadmiyum iyonlari ve kloral hidratin balik
yuzgeclerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmislardir.

Cavas ve Adiguzel [64] mikronikleus testi ile C. auratus turiinde glifosatin periferik

eritrositlerde sitogenetik ve DNA hasarini tespit etmislerdir.

Gul ve calisma arkadaslari [65] malathiona maruz kalan Oxynoemacheilus angorae

tarndn periferik eritrositlerindeki mikrondkleuslarini incelemislerdir.

Winter ve calisma arkadaslari [66] Pimephales promelas tartnin eritrositlerinde
mitomisin C ve siklofosfamid akut tedavisi sonrasi mikroniikleus olusumu ile ilgili bir

calisma yarutmuslerdir.



BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Oreochromis niloticus son yillarda sucul ekosistemdeki kirleticilerin biyolojik etkilerini
incelemek icin gosterge organizma olarak yogun bir sekilde kullaniimaktadir (Sekil
3.1). Bir sicak su tird olan Nil tilapyasi olumsuz cevre sartlarinda kolaylikla
yasayabilen bir balik olmakla birlikte organizmanin biyolojik yapisi incelendiginde
diger balik turlerine oranla koti cevre kosullarina daha direncli olduklari goriilmektedir
[67].

Sekil 3.1. Nil tilapyasi (Oreochromis niloticus)

Bu calismada da ZnPT’nin eritrositler (zerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla,
klinik olarak saglikh ve herhangi bir toksik maddeye maruz kalmamis olan O. niloticus
fingerlingleri kullaniimistir. Deney materyali olarak kullanilan O. niloticus bireyleri,
Cukurova Universitesi Su Urinleri Fakiltesi Dr. Nazmi Tekelioglu Tatli Su Bahg
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Kullanilan bireylerin ortalama
agirliklari 37,08+0,02 g ve total boylarl ise 13,26+1,1 cm oldugu belirlenmistir.
Baliklarin deneylerde kullaniimasi Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 13.06.2012 tarih ve 06 sayili toplantisi ile onaylanmistir.
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3.1.1. Akvaryum Suyunun Fizikokimyasal Ozellikleri

Arastirmada deney suyu olarak 24 saat bekletilen ve havalandirilarak kloru giderilmis
musluk suyu kullaniimistir. Biyodeneyler sirasinda hacmi 60 litre olan akvaryumlar 50
litre su ile doldurulmustur. Akvaryum suyunun fizikokimyasal analizi ginlik olarak
portatif coklu 6lcuim cihazi (YSI Professional Plus) ile yapilmistir. Deneyde kullanilan

akvaryum suyunun su kalitesi de@erleri Tablo 3.1. de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deney akvaryumlarindaki su kalitesi parametreleri

Parametre Deger
pH 8,6
Cozinmis Oksijen (mg/L) 5,7
Sicaklik (°C) 22,8
Elektriksel Iletkenlik (mS/cm) 609
Tuzluluk (ppt) 0,29
TDS (mg/L) 0,3914
3.2.YOntem

3.2.1. Baliklarin Deneye Hazirlanmasi

Calisma icin deney diizenegdi Nevsehir Haci Bektas Veli Universitesi Fen Edebiyat
Fakdiltesi Hidrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda kurulmustur. Deneyde kullanilan
baliklar biyodeneyden 6nce dinlendirilmis su ile dolu 50 litrelik tanklara konulmus ve
tanklar havalandiriimistir. Baliklar deney dncesi 15 giin sire ile ortama uyum saglamasi
icin bu tanklarda bekletilmistir. Uyum periyodu boyunca baliklar her gin bir kez
agirhklarinin % 2’si oraninda granulli alabalik yemi ile beslenmislerdir ve deneyler
baslamadan 48 saat 6nce yemlenme kesilmis, bu sureg igerisinde baliklarin hastalanma
ve O0lum oraninin % 5’ten fazla olmamasina dikkat edilmistir [68]. Deney ortamindaki
Isiklandirma, dogal periyoda uygun olarak 15 saat aydinlik ve 9 saat karanlik olacak
sekilde ayarlanmistir. Deney tanklarinda ayni uyum periyodundaki tanklar gibi
deklorize edilmis sebeke suyu kullaniimis ve deney siresince tank suyunun sicakligi
22,8+0,7°C’de sabit tutulmustur. Kontrol grubu olarak ayrilan akvaryumlarda Ki
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bireylerde 6lim oraninin %210’u gegmemesine ve %90°inin saglikh olmasina dikkat
edilmistir [68].

3.2.2. Kimyasalin Hazirlanmasi

Cinko pirition, dimetilsulfoksit (DMSQ) (oadine powder, Arch Biocides, UK) icinde
cozllerek hazirlanmis, saf su ile seyreltilerek 2,5 ml/L ve 5,0 ml/L olmak Uzere iki

farkl doz hazirlanmis ve uygulama suresince karanlik ortamda depo edilmistir.
3.2.3. Deney Yontemi ve Uygulama Plani

Baliklar rastgele olmak (izere kontrol ve deney gruplarina ayrilmistir. Deney grubu (4
akvaryum) ve kontrol gruplari (2 akvaryum) icin toplam 6 adet akvaryum kullaniimis ve
her birine 12 birey yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Deney gruplarina Doz1: 2,5 pl/L ve
Doz2: 5 pl/L olmak tzere iki farkli doz uygulanmistir. Deney iki tekrarh olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Akvaryumlarin Gzeri c¢alisma suresince plastik bir orth ile
kapatiimistir. Akvaryumlarda doz uygulamasindan énce ve deney suresince baliklarin
olasi davranis degisiklikleri takip edilmistir. Deney doz uygulamasindan itibaren 24 ve
96 saat siire devam ettirilmistir. Buttn bireylerden 24 ve 96 saat sonunda kalp ve

kuyruk bolgelerinden kan alinmistir.
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Sekil 3.2. Deney diizenegi

3.2.4. Mikronukleus Testi

Mikronlkleus analizleri periferal kirmizi kan hucrelerinde gerceklestirilmistir. Bunun
icin kullanilan baliklarin kalp ve kuyruk kisimlarindan alinan kanlar, her 6rnek igin
hazirlanmis olan U¢ temiz lama ince bir tabaka sekilde yayilmistir (Sekil 3.3).
Hazirlanan preparatlar havada kurutulduktan sonra %95’lik etanolde 20 dk. suresince
sabitlenmistir (Sekil 3.4). Sabitlenen bu preparatlar tekrar havada kurutulduktan sonra
%5’lik Giemsa sollsyonunda 20 dk. suresince boyanmislardir (Sekil 3.5). Boyama
isleminden sonra preparatlar, saf sudan gegirilerek fazla boya uzaklastirilarak, sayimlari

yapilmak uzere mikroskop altinda incelemeye alinmistir [69].
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Sekil 3.3. Yayma preparatlarinin hazirlanmasi

Sekil 3.4. Preparatlarin boyama kiivetlerine yerlestirilmesi

Sekil 3.5. Giemsa boyasi ile preparatlarin boyanmasi
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3.2.5. Mikronukleus Sayim Kriterleri

Her bireyden 6 preparat hazirlanmis olup her preparattan 1000 hiicre sayilarak
mikronukleus degerlendirilmesi yapilmistir. Hazirlanan preparatlarda mikronukleus ile
karistirilabilen yapilarla karsilasmamak icin mikronlkleus sayimlarinda genel olarak

standardize edilmis 6lcutler géz énune alinmaktadir. Bu 6lcutleri soyle siralayabiliriz.
Mikron(kleuslar ana nikleustan acik bir sekilde ayrilmis olmahidir,

Mikron(kleuslar ana nikleus ’la ayni mikroskopla gorulebilecek goriintiyu vermeli,
Mikron(kleuslar ana nikleus’un ile boyama tonlari benzer olmali,

MikronUkleuslar ana nikleus’un ¢evresine yakin durumda bulunmali,

Mikronukleuslar boyut olarak ana nukleus’un 1/3’inden kictik olmalidir.

3.2.6. Morfolojik Nikleus Dizensizlik Analizi

Morfolojik nikleus dizensizlikleri periferik yayma ile kirmizi kan hicrelerinde
degerlendirilmistir.  Morfolojik nlkleus duzensizlikleri Carrasco ve calisma
arkadaslarina gore [70]; centikli nukleus, tomurcuklu nikleus, loblu nikleus ve
bintkleus olmak Uzere dort gruba ayrilarak degerlendirilmislerdir. Degerlendirmeler

icin her preparattan 1000 hiicre sayilmistir.

a) Centikli nukleus: Hucre zarinda cekirdek icerisine dogru olusan ve girintilere sahip

cekirdek yapisidir.

b) Tomurcuklu nikleus: Hicre zarindan disari dogru kiicuik tomurcuklanmalara sahip

cekirdek yapisidir.

¢) Loblu niukleus: Tomurcuklu nikleuslara gore biylk ve cok sayida sayr da loblar
iceren cekirdek yapisidir.

d) Binukleus: Bir hiicre icerisinde iki adet ¢ekirdek bulunma durumudur.

14



BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Biyodeneylere Ait Arastirma Sonugclari

Bu arastirmada sucul ekosistemin indikatér organizmalardan birisi olan baliklara (O.
niloticus) toksisite gosterdigi dustinulen ZnPT kullaniimistir. Arastirmanin hipotezi akut
LCso degerinin 1/24 ve 1/12’si olan 2,5 ve 5 pl/L sublethal doz seviyesinde ZnPT ’ye,
cevresel Kirleticilere ergin baliklardan daha hassas oldugu bilinen Nil tilapyasi
fingerlingleri, maruz birakildiklarinda mortalite (6lim) goérilmeden ve davranis
degisikleri olmadan genotoksik hasarlarin  mikronlkleus testi ile belirlenmesi

amaclanmistir.

Bu amacla laboratuvar sartlarinda Nil tilapyasi fingerlingleri 15 giin adaptasyon
siiresinin sonunda hesaplanan 2,5 ve 5 pl/L ZnPT konsantrasyonlarina 24 ve 96 saat
boyunca maruz birakilarak bu siirenin sonunda baliklardan alinan kanlar ile preparatlar
hazirlanmis ve 1stk  mikroskobu altinda  mikroniikleus sayimlari  yapilip,

degerlendirilmistir.

Boyamasi yapilmis olan preparatlarin mikroskop altinda incelenmesi sonucunda
mikronukleus frekanslari ile kromozom anomalilerinden tomurcuklu niikleus, centikli

nlkleus, loblu nukleus ve binukleus frekanslari belirlenmistir.

Mikronlkleus ve morfolojik nikleus dlzensizlikleri kirmizi  kan hcrelerinde
incelenmistir. Mikroskopta incelenen eritrosit hicrelerinin  fotograflari  100°1ik

objektifte immersiyon yagi kullanarak gekilmistir ( Sekil 4.1-Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. Mikron(kleus goérinumi

Belirtilen dozlarda ZnPT’a maruz kalan tilapialarda deney sonrasi alinan kanlar ile
kontrol gruplari arasindaki genotoksik hasarlar mikrontkleus testi ile incelenmistir. Etil
Metan Silfat (EMS) yalnizca genotoksisite testinin pozitif kontroli olarak kullanildig
icin deney sonugclarinda kiyaslama yapabilmek icin bu gruptaki baliklardan da kan
alinmis ve mikronukleus testi yaptimistir.
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Sekil 4.6. Normal kosullarda 24 ve 96 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin
ortalama mikronukleus frekanslari
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Sekil 4.7. Pozitif kosullarda 24 ve 96 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin ortalama
mikronikleus frekanslar
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Sekil 4.8. Doz 1: 24 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin ortalama mikroniikleus
frekanslar
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Sekil 4.9. Doz 1: 96 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin ortalama mikronikleus
frekanslar
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Sekil 4.10. Doz 2: 24 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin ortalama mikrontkleus
frekanslar
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Sekil 4.11. Doz 2: 96 saat boyunca izlenen balik eritrositlerinin ortalama mikronikleus
frekanslar

Kontrol grubundaki balik materyallerinden elde edilen 1000X6 eritrosit hiicresi sayimi
sonuclarina gore ortalama mikrondkleus sayisi %6, toplam morfolojik nukleus
dizensizlikleri ortalamasi %1,3 olarak belirlenmistir.

Dozl igin; 2,5 pl/L 24 ve 96 saat boyunca ZnPT ‘ye maruz birakilan bahk
materyallerinden elde edilen 1000X6 eritrosit hiicresi sayimi mikrontkleus ortalamasi
%39,5 toplam morfolojik nikleus duzensizlikleri ortalamasi %13,03 olarak
belirlenmistir.

Doz2 icin; 5 pl/L 24 ve 96 saat boyunca ZnPT* ye maruz birakilan balik materyalinden
elde edilen 1000x6 eritrosit hticresi sayimi mikronlikleus ortalamasi %61 toplam
morfolojik niikleus diizensizlikleri ortalamasi %14,49 olarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler sonucunda uygulanan ZnPT’nin doz artisina ve zamana bagl olarak
mikronukleuslu eritrosit frekansinda kontrol grubuna goére artis oldugu saptanmistir.
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4.1.2. Davranis Degisimlerine Ait Gozlem Sonugclari

Belirli konsantrasyonlarin (zerinde dogrudan organizmanin 6limiine neden olan agir
metaller 6ldirici dozun altindaki ylksek konsantrasyonlarda davranis degisimlerine ve

genetik yapida bozulmalara neden olabilmektedir [18].

Sucul organizmalar stres faktorlerinde kaldiklarinda beslenme, buyume ve (reme

davranislarini degistirerek tepki gosterirler [18].

Kontrol grubundaki baliklarda davranis ve yizme hareketleri normal olup deney
stiresince olum gortlmemistir. Belirlenen siire ve derisimlerde denenen ZnPT’nin
etkisinde baliklarda mortalite gézlemlenmemistir. Ancak deney siresince ZnPT’nin
farkl konsantrasyonlarina maruz birakilan baliklarda;

s Ani irkilme,

< Bas asagl ve dikey yizme,

% Yuzme hareketlerinde koordinasyon bozukluklari,

s Akvaryumun dip kisimlarinda toplanarak hareketsiz durma,

% Su igerisinde ters dénme,

% Su ylzeyinde toplanma,

¢+ Solunum giclugu ve hareketlerinde yavaslama,

% Suyun disina kagma,

% Deney sonuna dogru tamamina yakininda renklerinde koyulasma gibi degisimler

g6zlemlenmistir.

4.2. Tartisma

Su kirliligine neden olan kimyasal maddelerin bir kisminin kanserojen 6zellikte olmasi,
mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmasi, kirliligin simdiki ve daha sonraki bireyler
Uzerinde yaratacagl olumsuz etkilerin dustnilmesi acisindan, Kirlilige sebep olan
kimyasallar Uzerine yapilan sitogenetik ve sitotoksisite calismalarinin 6nemini her

gegen gun arttirmaktadir [71].

Cinko, sucul ortamlarda ¢ok az miktarlarda bulunur. Fakat dogal ya da endustriyel,
madencilik ve tarimsal aktiviteler gibi temelde antropojenik kaynakli faktorlerin etkisi
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ile giderek artan derisimlerde bulunmaktadir. Sonu¢ olarak baliklarin da iginde
bulundugu sucul organizmalar metallerin artan miktarlarinin etkisinde kalmaktadirlar
[72].

Cetinkaya (1998), Zn*? zehirlilik oraninin organizmanin tiiriine ve yasina, 6zellikle
suyun fizikokimyasal 6zelliklerine, yogunluguna bagl oldugunu, ayrica su sertligindeki
artisin Zn*2 zehirliliginde azaltmalara neden oldugu ve ginkonun subletal yogunlugunda
organizmada Ureme, gelisme ve immuniteyi azalttigi ve davranislarini degistirdigini
ortaya koymuslardir. Suda tolere edilebilir maksimum Zn*? alabalikgillerde
(Salmonidae) 0,03-0,5 mg/L, sazangiller (Cyprinidae) icin 0,3-2,0 mg/L oldugunu
bildirmistir. Sazanda Zn*? igin 6ldiriicti dozun altindaki yogunluklarda 0,4 mg/L, zehir
yogunlugunun 2 mg/L, LCspise 0,78 mg/L oldugunu bildirmistir. Ayrica LCso degerinin
su sertliginin artisiyla yukseldigini, sirasiyla 160, 385 ve 768 mg/L sertlikte LCso
degerinin 3,82, 9,40 ve 12,32 mg/L oldugunu bildirmistir [73].

Sharma ve Sharma (1995), tath su bahgi olan Cirrhinus mrigala’nin gelisme
asamalarina cinkonun akut toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismada C.
mrigala’nin yumurtalarinin ileri gelisme safhalarina (larva, yavru, ergin) gore ¢inkoya
dayanikli oldugunu ileri stirmuslerdir. Deney siresince organizmanin solunum sayisinda
artis, kivrilma hareketi ve denge kaybi gibi balik davranislarindaki degisikleri
g6zlemlemislerdir. Yumurta icin ¢cinkonun 24 saat LCso degerini 10 mg/L, yavru i¢in 96
saat LCso de@erini 7 mg/L, fingerlingler icin 96 saat LCso de@erini 0,35 mg/L olarak
bildirmislerdir [74].

Baliklarda agir metallerin birikim gostermesi ve toksik etkileri diger bir taraftan suyun
fizikokimyasal 6zelliklerine gore de degisim gostermektedir [75]. Cyprinus carpio’da
dokulardaki kadmiyum birikiminin su sertligi ve alkanitesine bagli olarak degisim
gosterdigi [76] T. zilli ve C. lazera’da ise cinko birikiminin sicakliga bagli olarak
degisim gosterdigi belirlenmistir [77]. In vitro kosullarinda O. niloticus ile yiuritiilen bu

arastirmada deney suyunun fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 3.1” de verilmistir.

Oreochromis niloticus ile yapilan bu ¢alismada kontrol gruplarinda izlenen baliklarda
herhangi bir degisim olmazken, ZnPT’nin doz artisina ve zamana bagl olarak baliklarin

davranis ve yuzey sekillerinde farkhliklar gozlenmistir. Ayrica yapilan mikronikleus
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testleri sonucunda mikronikleus sayilarinda artis ve morfolojik niikleus diizensizlikleri

g6zlemlenmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Genel Degerlendirme

Bu calismada Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Dr. Nazmi Tekelioglu Tatli
Su Bali§gi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden getirilen O. niloticus bireyleri tizerine
ZnPT’nin genotoksik hasarlari mikronikleus testi ile incelenmistir. Deney slresince
hicbir balik o6lumu kaydedilmemis olup, ZnPT uygulanan gruplarda ise; balik
davranislarinda ve ylizme sekillerinde degisiklikler gozlenmistir. Baliklar morfolojik

olarak incelendiginde ise ciltte ve yiizgeclerdeki kilcallarda kanamalar tespit edilmistir.

Mikrontkleuslar hicrenin mitoz bélunmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas cekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmentlerinden koken alan
olusumlardir ve mikronikleus sayisindaki artis, somatik hicrelerdeki genomik
kararsizligin gostergesidir. mikronikleus testi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin hicrelerde

olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir testtir.

Bu calisma ile ZnPT’nin in vitro kosullarda O. niloticus tirleri tzerine olan toksik

etkileri mikrontkleus testi ile belirlenmistir.

Farkli dozlarda (Doz1: 2,5 pl/L ve Doz2: 5 pl/L ) baliklara uygulanan ZnPT’nin bireyler
uzerinde olumsuz etkileri gozlenmistir. Dozlarin orani ve sureleri arttikca eritrositlerde

gorilen  mikronlkleus  sayilarinda  ve  cesitlerinde  artis  gorUlmastdr.
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m Mikronukleus ®Loblu = Centikli ®Tomurcuk mBinukleus

70,0

64,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

Mikronukleus Frekansi (%)

10,0

0,0

NK-24 Sa. NK-96 Sa. PK-24 Sa. PK-96 Sa. Dozl:24 Sa. Doz1:96 Sa. Doz2:24 Sa. Doz2:96 Sa.

Mikronukleus Tipi

Sekil 5.1. ZnPT *‘ye 24 ve 96 saat boyunca maruz birakilan baliklarin normal ve pozitif kosullara gére ortalama mikronikleus frekanslarinin
degerlendirilmesi
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Sonug olarak; yaptigimiz bu ¢alismada elde ettigimiz bulgular ZnPT’nin LCso degerinin
1/24 ve 1/12’si seklinde uygulanan dozlarda mikrontkleus sayilarinda artis oldugu

tespit edilmistir.

Bu calisma bulgularina gére ZnPT diger agir metal bilesikleri gibi sucul ekosistemin
kirlenmesinde 6nemli 6lglde etkili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle sucul ortamda
toksik madde kirliligini engellenebilmesi i¢in, ZnPT’nin mumkin oldugunca sampuan,
merhem ve pudralarin iginde, antifouling boyalarda, balik aglarinda, plastik ve kauguk
malzemelerin yapiminda kullanilmamasi, ZnPT yerine ¢evreye zarar vermeyen veya

daha az zararli kimyasallarin tercih edilmesi saglanmalidir.

Yapilan arastirmalar, cevremizde her gecen gin sayilari artan bir¢cok kimyasal
maddelerin eser miktarlarinin bile genotoksik ve mutajenik olabilecegini ortaya
koymaktadir. Bunun igin, bu etkilere sahip olma potansiyeli tasiyan fiziksel ve kimyasal
ajanlarin baslica insan genomu icin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip
olup olmadiklarinin ortaya cikariimasi son derece énemlidir. Clnki genetik toksisite
testlerinde alinan pozitif sonucglar mutajenik olan birgok maddenin ayni zamanda

karsinojenik de oldugunu gostermektedir.

Cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin
dolayl gostergesi olarak degerlendirilen ve kolay uygulanabilen in vivo ve in vitro
mikron(kleus testi, organizmayi etkileyen ajanlarin sitogenetik etkilerini belirlemek icin

guvenle kullanilabilecek bir genotoksisite testidir.
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