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OZET

CYPRINUS CARPIO’DA iMIiDACLOPRID’IN OLUSTURACAGI OKSIDATIF STRESE KARSI
FERULIK ASIT’IN KORUYUCULUK ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Bu arastirmada, Imidacloprid’in subletal derisiminin Cyprinus carpio’da antioksidan
enzim sistemi Uzerine etkilerine karsi, yeme katilan ferulik asitin koruyuculuk 6zelligi
incelenmistir. Bu amagla 2,80 mg/L imidocloprid ortam derisimi etkisinde bulunan baliklar %05
oraninda ferulik asit ilave edilen yem ile beslenmislerdir. Kontrol grubu, Ferulik asit (FA),
imidocloprid (IM), ve IM+FA grublarini iceren bu calismada 4. ve 10. giinlerde karaciger ve
beyin doku drnekleri alinmistir. Katalaz (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri
ile malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PCO) diizeyleri spektrofotometrik yontemler ile
belirlenmistir. imidacloprid uygulanan grup konrol grubu ile klarsilastirildiginda, Karaciger ve
beyin dokular1 CAT aktivitelerinin 4. giinde degisim goéstermedigi, 10. giinde ise arttig1
saptanmustir. IM, her iki dokunun SOD aktivitesinde 4. glinde artma, 10. giinde azalma ydniinde
etki yapmistir. incelenen dokularda MDA ve PCO diizeyleri deney peryotlarinda IM etkisiyle
kontrole oranla artmistir. FA+IM grubunun bireylerinin 4. glin enzim aktiviteleri, IM grubu ile
kiyaslandiginda istatistiki fark bulunmamistir. Bununla birlikte 10. giinde FA uygulamasinin
enzim aktivitelerinde ve MDA ile PCO miktarlarinda 10. giinde iyilestirme etkisi oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, imidocloprid, ferulik asit, antioksidan sistem

Damisman: Prof. Dr. Ferbal 0ZKAN YILMAZ, Mersin Universitesi,Su Uriinleri Anabilim Dalj,
Mersin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF FERULIC ACID AGAINST OXIDATIVE
STRESS CAUSED BY IMIDACLOPRID IN CYPRINUS CARPIO

In this study, the protective effect of ferulic acid in the feed was investigated against the
effects of subletal imidacloprid (IM) concentration on the antioxidant enzyme system in
Cyprinus carpio. For this purpose, the fish which were affected by 0,28 mg/L imidocloprid
medium concentration were fed with feed containing 5 %o of ferulic acid. Liver and brain tissue
samples were taken at 4th and 10th days in this study, which included control group, ferulic
acid (FA), imidocloprid (IM), and IM+FA groups. Catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) enzyme activities and malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl (PCO) levels were
determined by spectrophotometric methods. In imidocloprid treated group, CAT activities of
liver and brain tissues did not change at 4th day but increased at 10th day. Both tissue SOD
activities increased on day 4 and decreased on day 10. The MDA and PCO levels in the examined
tissues were increased compared to control with IM effect during the experimental periods.
FA+IM group did not show statistical difference when compared to IM group on day 4 enzyme
activities. However, it was determined that FA application had an effect of improving tissue
enzyme activities and MDA and PCO levels on day 10.

Key Words: Cyprinus carpio, imidocloprid, ferulic acid, antioxidant system

Advisor:Prof. Dr. Ferbal 0ZKAN YILMAZ, Mersin University, Department of Fisheries, Mersin.
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1.GIRIS

Pestisitler, genellikle zararli bocekler, yabani otlar, yumusakgalar seklinde olabilecek
tarim sektoriindeki hasere poptlasyonuna karsi kullanilirlar. Tarimda bdcek ilacinin yaygin
olarak kullanilmasi, bir dizi toksikolojik ve cevresel sorunlari ortaya koymaktadir[1]. Pestisitler,
genellikle kalic1 olan ve toprak-bitki-gida veya su-su organizma-gida gibi biyolojik zincirler
yoluyla biyolojik olarak biriktirilebilen, cevrede artan bir sekilde bulunan kirleticilerdir[2].

Bu pestisitler, kimyasallarin topraktan transfer edilmesiyle veya dogrudan hedef
organizmalara piskiirtiilmesi yollariyla su ortamina sulara ulasabilir ve insanlar i¢in blyiik
ekonomik 6nemi olan balik ve karides gibi hedef olmayan organizmalar: etkileyebilir[3]. Son
yillarda, pestisitlerin ekolojik ortamda hedef olmayan organizmalar iizerindeki etkileri diinya
capinda endise kaynagi olmustur [4]. Modern eko-tarimin gelisimi, yalnizca bilimsel gelisme
kavramini olusturmak icin nesnel bir gereklilik degil, ayn1 zamanda tarimda siirdiriilebilir
kalkinma stratejisini uygulamada kaginilmaz bir secimdir[5].

Neonikotinoidler, insektisidlerin son 30 yilda gelistirilen en yeni sinifi olup tarim
zararllarina karst micadelede 6nem kazanarak organofosforlu, organoklorlu ve piretroid
bilesiklerin yerini almaya baslamislardir. Imidacloprid, neonikotinoid bilesenler sinifina ait yeni
bir insektisittir Insektisit olarak diinya iizerinde hizla artan bir kullamima sahiptir
[6].Imidacloprid (IM), norotoksik bocek ilaci olup, etki sekli, nikotininkine benzer ve reseptor
bolgesi icin asetilkolin ile rekabet eder[7]. Cesitli ¢alismalar, imidacroplid hedef olmayan
organizmalardan olan baliklarda olumsuz etkilere sahip oldugunu gostermistir [8-10]. Bununla
birlikte, imidacloprid'in balik tizerindeki toksisite etkileri ile ilgili arastirmalar simirhdir [11].

Pestisitlerin ve cevresel kimyasallarin toksik etkilerinden birisi de serbest radikal
olusumudur. Pestisitler oksidatif stresi uyararak Reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretimini
tetiklemekte ve antioksidanlar ve ROT temizleyici enzim sistemlerinde degisikliklere neden
olmaktadir[12]. Lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasari gibi pestisit kaynakl
molekiiler mekanizmalardan birisidir. Dis kabugunda bir veya daha fazla eslenmemis elektron
bulunan bir molekiil, serbest radikal olarak adlandirilir [13]. Serbest radikaller, hidroksil (OH*),
stiperoksit (02°), nitrik oksit (NO*), azot dioksit (NO2*), peroksil (RO0*) ve lipid peroksil (LOO")
gruplarini igerir. Serbest radikallere genellikle oksidanlar denir ve organizmalarda kolaylikla
serbest radikal reaksiyonlarina neden olabilirler [14] Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
bilinen bu molekiillerin baslica zararlari membran lipitleri (lipit peroksidasyon), DNA ve
protein gibi hiicresel makromolekiillerin degismesiyle sonuglanir[15].Bu hasarlar yap1 degisimi
ile hiicre o6limiine sebep olacak sekilde biyolojik islev kaybina yol agabilir ve patofizyolojik

durumlar ortaya ¢ikabilir [16].Dogrudan veya dolayli tiim ¢evresel degisimler, sucul
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organizmalarda farkli derecelerde strese neden olarak ROT iiretimi ve eliminasyonu arasindaki
dengeyi bozabilmektedir [17].

Organizmalarda, reaktif oksijen tiirlerini (ROT) ve diger prooksidanlari, diisiik molekiil
agirlikli serbest radikal gidericiler ve antioksidan enzimlerle stirekli etkisizlestiren bir sistem
bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicre i¢i ve hiicre disi, enzim ve nonenzim (enzim
olmayan) savunma mekanizmasina antioksidan savunma sistemi (ASS) denilmektedir. Katalaz
(CAT), Stiperoksit dismutaz (SOD), serbest radikalleri yok etme yeteneginde olan enzimatik ASS
elemanlarindandir. Diger omurgalilarda oldugu gibi baliklar da enzimatik ve enzimatik olmayan
ASS’ne sahiptirler[18].

Lipidler, serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon {riinleri olustururlar. Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis
yag asitlerinin (PUFAs) oksidatif pargalanma stirecidir[19]. Malondialdehit (MDA) baslica ve en
cok calisilan bir peroksidasyon iiriiniidiir. Toksik bir molekiil olan MDA, hiicrede DNA ve
proteinler gibi makro molekiillere zarar vererek hiicrenin fonksiyonunu kaybetmesine,
membran biitiinliigliniin yok olmasina ve permabilitenin artmasina neden olabilmektedir[20].

Oksidatif strese bagl olarak olusan DNA ve protein hasarinin lipidlerdeki hasardan daha
onemli oldugu ileri siiriilmektedir [21]. Reaktif oksijen tiirlerinin liretimine neden olan tiim
reaksiyonlar ve ajanlar protein oksidasyonuna yol acabilmektedir [16]. Proteinlerde meydana
gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi cesitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler.
Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, tasima sistemlerinin ve
enzimlerin rol oynadigl hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenir [21]. ROT'un
proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit
kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda protein karbonil
oksidasyonu (PCO) iirlinleri meydana gelir. Protein oksidasyonunun en yaygin olarak 6lciilen
Urtnil protein karbonilleridir. Protein oksidasyonu, ROT ile dogrudan veya oksidatif stresin
sekonder {riinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir[22]. Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu
meydana gelen oksidatif protein modifikasyonu ve bunun sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla
miktarda birikmesi, hiicre ve doku hasarina bagh olarak cesitli patolojik durumlara neden
olabilmektedir[23].

Diinyada en hizli biiyliyen sektorlerden birisi olan su firiinleri sektori, icerisinde
modern yetistiricilik uygulamalari, besin formiilasyonlarinda ¢esitli alternatifler olusmasina
neden olmaktadir. Tarim uygulamalarinin yogunlasmasinin artmasi sonucunda, su iriinleri
yetistiriciligi sektoriinde kirletici ajanlar ve hastalik salginlari, 6nemini arttirmistir [24].Su

trtinleri yetistiriciligi endiistrisinde, antibiyotikler ve kirlenme 6nleyici maddeler ve terapotik
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ilaclar1 da iceren ¢ok cesitli kimyasallar kullanilmaktadir [25]. Kimyasal maddelerin birikimi ile
olusabilecek riskler nedeniyle, balik yetistiriciligi sektoriinde, balik sagligi1 en 6nemli konu olup,
halk sagligini dogrudan ilgilendirmektedir.

Balik sagligi yoniinden 6zellikle hastaliklar1 6nleme yollarinin arastirilmasi, dogal yem
kaynaklarinin 6nemini giin gectikce arttirmaktadir. Fonksiyonel gida kavrami bu nedenlerle
giincel bir konu olmustur. Fonksiyonel gidalar, genellikle gida icerisine disaridan fonksiyonel
ozellige sahip cesitli bilesenin eklenmesiyle elde edilebilir. Gilinlimiizde en ¢ok kullanilan
fonksiyonel gida bilesenlerinden birisi antioksidanlardir. Antioksidan maddeler, okside
bilesiklerin oksidasyonunu oOnleyerek, hastalik olusumunu azaltma 6zelligine sahiptirler.
Antioksidanlar, viicuttaki reaksiyonlarda ara triin olarak olusan veya disardan alinan serbest
radikallerin eslenmemis elektronu yanina kendilerinden bir elektron vererek onlari kararli hale
getirebilen biyoaktif bilesiklerdir [26].Bir hiicrenin normal metabolik durumunda, serbest
radikallerin olusumu ile antioksidanlar tarafindan nétrlestirilmesi arasinda bir denge vardir. Bu
dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak tanmimlanir [27]. Serbest
radikallerin iretiminin artmasi, antioksidanlarin inaktif ya da yetersiz olmas1 gibi nedenlerle
bozulmasi “Oksidatif Stres” olusturarak, hiicresel yapi ve molekiillerde oksidan maddelerin
birikimine ve ¢esitli fizyolojik olaylarin aksamasina neden olabilir [28]. ROT’larin yararh ve
zararl etikleri arasindaki hassas dengenin korunmasi ¢cok dnemlidir. Antioksidanlar, serbest
radikalleri yakalama ve notralize etme yetenegi ile serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlari 6nlerler[29].

Son yillarda, oksidatif stres ve ROT fretimi ile antioksidan savunma arasindaki
dengesizlige bagl olarak, hastaliklarin ortaya ¢ikmasi baglaminda, potansiyel uygulamalari
nedeniyle yeni antioksidanlarin kesfedilmesine ve kullanimina biiyiik ilgi gosterilmektedir [29].

Antioksidan enzim aktivitelerinde gecici artislar ve serbest radikal seviyelerindeki
degisiklikler kontaminantlara maruz kalindiginda gézlenmekle birlikte, genel olarak, baliklarda
antioksidan sistemin diizenlenmesi ile ilgili bilgiler sinirlh diizeydedir. Oksidatif stresin birgok
hastalik durumunda o6nemli rol oynadiginin tespit edilmesiyle, antioksidanlar iizerine
calismalara ilgi artmistir. Dogal antioksidanlarin terapotik kullanimi konusunda bilimsel acidan
biiyiik ilgi vardir [30]. Dogal antioksidanlar arasinda polifenoller ¢ok o6nemli bir rol
oynamaktadir. Diyetteki polifenollerin serbest radikal temizleme, metal selasyon, enzimatik
aktivitenin modiilasyonu ve sinyal iletim yollarinin degistirilmesi gibi cesitli biyolojik etkilerle
sagliga faydali oldugu diistintilmektedir[31].

Fenolik bilesikler, suda ¢oziinen antioksidanlarin en 6nemli grubunu olusturmaktadir
[32].Yluksek oranda meyve ve sebzelerde bulunur ve saglik iizerine olumlu etkiye sahiptirler.
Fenolik bilesikler temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olarak bilinir. Fenolik asitler,

bitkilerdeki en basit fenolik bilesenlerdir. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit olmak
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tizere iki alt gruptan olusur ve flavonoidlerin 6nciil maddeleridir [33]. Son yillarda bitkilerde
bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini ortaya koyan ¢ok sayida ¢alismalar
yapilmistir [34-36]. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bulgular, bu bilesenlere olan ilgiyi
daha da artirmigtir.

Ferulik asit (FA) (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit; Ci9H1004), bitki dokularinda
bulunan, fenilalanin ve tirozin metabolizmasi sirasinda olusan bir fenolik bilesiktir[37]. Serbest
radikaller tlizerinde etkin bir rolii olmasi nedeniyle bazi iilkelerde (Japonya) oksidasyonu
onlemek icin gida katki maddesi olarak onaylanmistir [38]. FA, giiclii bir membran
antioksidandir ve serbest radikal zincir reaksiyonlarini sona erdirdigi kanitlanmistir [39].

Tarim ilaglarinin rastgele kullanilmasi, ¢evre ve dogal kaynaklarin kirlenmesine ve
dolayisiyla hayvan ve insan sagligina olumsuz etkilere neden olmaktadir [40]. Tarimda yaygin
olarak kullanilan ve sucul ortama girerek baliklar i¢in biiylik bir tehdit olusturan pestisitler,
oksidatif reaksiyonlar1 katalizleyerek; hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acarlar [41]. Bu radikaller, olduk¢a yiiksek reaktif
bilesikler olup protein ve lipid gibi 6nemli biyolojik molekiillerin oksidasyonuna ve islevlerinin
bozulmasina neden olurlar [16].

Karaciger, viicuda giren yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve yok edilmesinde
onemli islevi bulunan bir organdir. Dolayisiyla ilgili metabolik enzimlerin, degismis
metabolizmaya yanitinda merkezi bir rolii vardir[42]. Coklu doymamis yag asitleri ve yiiksek
oranda oksidatif metabolik aktiviteye sahip olmasi nedenleriyle merkezi sinir sistemi (MSS),
ROT'un zararh etkisine 6zellikle duyarhdir [43]. Beyin, yliksek oksijen tiiketimi nedeniyle en
savunmasiz organlar arasinda bulunur ve hiicre membran lipitleri, oksitlenebilir ¢oklu
doymamis yag asitleri bakimindan yiiksektir [44].

Bu calismada bir neonikotinoid insektisit olan imidacloprid’in 2,80 mg/L subletal
derisiminin Cyprinus carpio’da olusturacagi oksidatif strese karsi ferulik asitin koruyuculuk
etkisi arastirilmistir. Bu amagla %o 5 ferulik asit katkili yemle beslenen baliklarda karaciger ve

beyin dokularinda CAT ve SOD aktiviteleri ile MDA ve Protein karbonil diizeyleri belirlenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Imidacloprid ile Yapilan Calismalar

El-Gendy vd.[6], yaptiklar: bir ¢alismada, oral yolla uygulanan imidacloprid’in sicanlarin
karaciger dokusunda CAT, SOD, Glutathion S-transferaz (GST) ve Glutathion Peroksidaz (GSH-
Px) aktivitelerinde ve lipid oksidasyonununda artisa neden oldugunu belirtmislerdir. Bununla
birlikte, Glukoz 6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD) aktivitesi degismeden kalirken, Glutathion (GSH)
icerigi azaldi. Bununla birlikte, sonuglar C vitamini uygulamasi ile karacigerde LPO'yu
diistirdiigiinii, imidaklopridin neden oldugu oksidatif hasari iyilestirici etki gosterdigi, oksidatif
strese karsi C vitamininin koruyucu etkisi oldugu rapor edilmistir. Imidacloprid temel sitotoksik
etki mekanizmasi icerisinde oksidatif stresin 6nemli bir yer tuttugu bildirilmektedir.

Yapilan bir c¢alismada, intravendz imidacloprid uygulamasi ile sican karaciger
dokusunda lipid peroksidasyonu ve SOD aktivitesinin arttigi, GSH miktarinin ve GSH-Px
aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir. Ayni ¢alismada, beyin dokusunda LPO ve SOD aktivitesinde
herhangi bir degisim belirlenmedigi, artan GSH miktarina bagl olarak GSH-Px aktivitesinin
arttigl her iki dokuda da CAT aktivitesi degismedigi bildirilmistir[45].

Neonikotinoid insektisit olan imidacloprid (11,2 mg/L) ile piretroid insektisit cyfluthrin
(0,88 mg/L) iki ayr1 kimyasal ve karisim olarak (0,44 mg/L cyfluthrin + 5,6 mg/L imidacloprid
ve 0,88 mg/L cyfluthrin+11.2 mg/L imidacloprid) C.carpio’larda 1, 7 ve 15 giin siireyle
uygulanmistir. Balik karaciger, beyin dokularinda MDA, glutathion ve protein karbonil diizeyleri
arastirllmistir. Pestisit uygulamalarinin beyin dokusu glutatyon miktarini azalttigi, karaciger
dokusunda 7. giinde arttirdig1 belirtilmistir. Pestisitlerin ayr1 ayr1 ve karisimi ile yapilan
uygulamalarinin etkisinde MDA ve PCO diizeylerinin stireye bagh olarak arttigi belirtilmistir
[46].

Priya vd[8], insektisit Imidakloprid'in Channa punctatus'un subletal derisimlerinin
serum biyokimyasal parametreleri lizerine etkisini degerlendirmek iizere yaptiklari ¢alismada,
glikoz, protein, albumin, globulin, kolestrol, kreatinin diizeylerini belirlemislerdir. 96 saatlik
uygulama sonuglar1 kontrol grup ile karsilastirilmistir. Serum kolestrol ve kreatinin diizeyleri
énemli 6lciide artmustir. Ote yandan, serum protein, albumin ve globulin diizeyleri énemli
oranda azaltilmistir. Arastirmacilar, imidakloprid insektisitin denenen baliklarinin serum
biyokimyasal profilleri lizerinde 6nemli etkisi oldugu sonucuna varmislardir.

Yapilan bir ¢alismada Clarias batrachus bireyleri butachlor, imidacloprid ve sodyum
fluoriir'iin letal derisimlerine (72 saat) ve subletal derisimlerine (21 giin) maruz birakilmis,
karaciger ve kaslardaki protein degisiklikleri analiz edilmistir. Imidacloprid ve sodyum floriir,

letal derisimlerde 6nemli protein kaybina neden olurken, subletal toksisitesi orta derecede
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bulunmustur. Fakat butachlor subletal derisimi, letal derisim kadar etkili protein kaybina neden
olmustur. Imidacloprid letal derisim uygulamasinda kaslarda %19 ve karacigerde %49, subletal
derisim uygulamasinda kaslarda %5, karacigerde %27 oranlarinda protein kaybi1 olmustur.
Sodyum fliioriir letal derisim uygulamasinda kaslarda %36, karacigerde %43 ve subletal
derisimde ise kaslarda %3, karacigerde %17 oranlarinda saptanmistir. Butahlor letal derisim
uygulamasinda kaslarda %53, karacigerde %50; subletal derisim uygulamasinda kaslarda %36
ve karacigerde %29 oranlarinda protein kaybi belirlenmistir [47].

Dokulardaki bazi  biyokimyasal parametrelerin  diizeyindeki  degisiklikleri
degerlendirmek icin Oreochromis mossambicus ve Labeo rohita bireyleri imidacloprid (IMI) ve
Curzate (CZ)'nin subletal derisimlerine (LCso /10 ve LCso /20) 21 giin maruz birakilmistir. IMI,
kloronikotinil grup olarak anilan bir grup bdcek ilacina ait bir nikotinoid insektisittir, CZ iki
mantar ilaci karisimidir (Cymoxanil (%8) ve mencozeb (%64)). Uygulama sonunda serum
alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST), alkalin fosfataz (ALP) ve
glutamat dehidrojenaz (GDH) aktiviteleri artmis olup, bu da karaciger hasarinin gostergesi
olarak belirtilmistir. Bu arastirma sonucunda, curzate ve imidacloprid'in 0. mossambicus ve L.
rohita i¢in potansiyel olarak toksik oldugu rapor edilmistir [48].

Soujanya vd.[40], sicanlarin karacigerinde oksidatif stres, histopatolojik degisiklikler
lizerine imidacloprid'in oral yoldan 4 hafta slireyle uygulanmasinin etkileri iizerine yaptiklari
calismada, C vitamininin imidakloprid kaynakli oksidatif strese karst koruyup
koruyamayacagini ortaya koyan bir calisma yapmiglardir. Insektisit uygulamasi sonucu; Serum
alanin transaminaz ve aspartat transaminazinda énemli oranda bir artis, toplam proteinde
azalma oldugunu, karacigerde ise glutatyon derisiminde bir azalma oldugunu belirtmislerdir.
Histolojik olarak karacigerde belirgin genisleme, santral ven tikanikligi, portal ven ve sintizoidal
bosluklar, vakuolasyon/yag degisimi ve dejenere olmus hepatositler gozlemlemislerdir.
Karacigerin ultra ince kesitleri, sismis cekirdekler, cesitli boyut ve sekillerde mitokondriyum,
bozulmus kromatin ve kaba endoplazmik retikulum goézlemlemislerdir. C vitamini ile birlikte
uygulanan imidaklopridin neden oldugu degisikliklerin azaldigini, C vitamininin koruyucu rolii
oldugu seklinde rapor etmislerdir.

Yapilan bir calismada imidacloprid (IM) ve curzate (CZ) toksisitesini degerlendirmek
icin L. rohita bireylerine, 96 saat LCso derisimleri uygulanmistir. Baliklarin kuyruk atis
frekanslar1 ve 6liim oranlari izlenmistir. Kuyruk atis frekansi genelde 48. saatte zirve yapmis
sonra azalmistir. Oliim orani, maruz kalma siiresine bagh olarak artmustir. Letal derisimlere
maruz kalan baliklarin bu anormal degisimlerinin zamana baglhh oldugunu belirtilmistir.
Imidacloprid’in baliklar icin Curzate'ye kiyasla daha etkili oldugunu saptanmistir[9].

Ouadir vd. [1], bir insektisit olan Imidacloprid'in tath su balig1 L. rohita'nin hematolojik

ve serum biyokimyasal profili lizerine etkisini degerlendirmek {izere bir ¢alisma yapmislardir.
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Kisa siireli (2, 4 ve 8) ve uzun stireli (16, 32 ve 64 giinliik) deney kosullarinda 120 mg/Ll'lik bir
olimcil doz uygulanmistir. Imidacloprid derisimlerine maruz kalan baliklarda hemoglobin,
eritrosit (RBC), hematokrit ve trombosit degerleri énemli 6l¢lide azalmistir. Ayni calismada
hiperglisemi, hiperkalsemi ve hipoprotonemi gézlenmistir; Bu sonu¢ toksikani notralize etmek
icin baliklarin yliksek enerji talebi gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Deneyde Serum ALT,
AST ve laktat dehidrogenazdaki (LDH) belirgin artis1 ise, Labeo rohita'da karaciger fizyolojisinin
bozulmasi seklinde rapor edilmistir.

Ansoar-Rodriguez vd. [10], imidacloprid insektisitinin Oreochromis niloticus’da, DNA
hasarini degerlendirmek igin bir ¢alisma yapmislardir. IM'in 250, 125 ve 62.5 ug/L derisimleri
etkisini commet ve mikronukleus testleri ile degerlendirmislerdir. maruz birakilan O. niloticus
eritrositlerinin genetik materyali lizerindeki etkisini degerlendirdi. insektisit IM’'nin, tiim
derisimlerde primer DNA hasarini ve test edilen en yiiksek derisimde kromozomal diizeyde
hasar meydana getirdigini, yine yliksek derisimlerde, mikronukleus ve diger niikleer
anormallikler olusturdugu seklinde bulgular bulmuslardir. Arastirmacilar, bu ¢alisma ile hedef
olmayan bir organizmada IMI'nin potansiyel risk gosterebilecegini ortaya koymuslardir.

Kiric1 vd.[41], yaptiklar1 ¢alismada Capoeta capoeta umbla’da imidacloprid ve lambda-
cyhalothrin pestisitlerinin bobrek dokusu glikoz 6-fosfat dehidrogenazenzimi iizerine etkilerini
in vitro olarak arastirmislardir. Calisma sonucunda, imidacloprid ve lambda-cyhalothrin
pestisitlerin G6PD enzimini etkili bir gsekilde inhibe ettigi, lambda-cyhalothrin’in
imidacloprid’den daha toksik oldugu belirtilmistir.

Anthony Reddyvd.[49], L. rohita’ya imidacloprid igerikli ticari insektisitin (Confidor)
subletal derisimlerini uygulamislardir. Elde edilen statik LCso degerlerini, 24, 48 ve 96 saat
boyunca 14.260 mg / L, 13.710 mg / L ve 11.900 mg/L olarak bulmuslardir. Solungag, karaciger
ve bobrek dokular1 iizerinde histopatalojik degisiklikleri arastirmislardir. Yiiksek derisim
etkisiyle, baligin primer ve sekonder solunga¢ lamellerinde hasarlar gozlenmistir. Sekonder
solunga¢ lamellerinin uclarinda kisalma ve fiizyon, primer solunga¢ lamellerin uglarinda
topaklasma ve nekrozlar saptamislardir. Karacigerde gozlenen patolojik degisiklikler,
hepatositlerin sekli ve biiytikliigiinde degisiklik, hepatik hiicrelerin yirtilmasi ve dejenerasyonu,
daha fazla sayida vakuol olusumu oldugunu hiicre zarinin dejenerasyonu, hemopoietik doku ve
bobrek tiibiillerinin hasar1 ve ¢ekirdegin hipertrofisi olarak belirtmislerdir.

Ge vd. [49], yaptiklar1 calismada, zebra baligi iizerinde imidaclopridin farkh
derisimlerinin(0,3, 1,25, ve 5 mg/mL) 7, 14, 21 ve 28 giinlik maruz kalmadan sonra
toksisitesini degerlendirmislerdir. Bunun i¢in CAT, SOD, ROT, GST ve MDA seviyeleri ile DNA
hasarin1 saptamislardir. SOD ve GST aktivitelerinin ilk giinlerde 6énemli oranda arttigin1 ancak
maruz kalma siiresi sonuna dogru azaldigin1 bulmuslardir. imidaclopridin yiiksek derisimlerde

(1,25 ve 5 mg/L) 21. giinde asir1 ROT iiretimine neden oldugunu ve belirgin sekilde MDA
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icerigini arttirdigini, DNA hasarinin aym sekilde derisime ve stireye bagh olarak arttigini rapor
etmislerdir.

Insektisid imidaklopridinO. niloticus'un karacigeri iizerindeki olas: etkilerini arastirmak
icin yapilan bir ¢alismada, karaciger iizerindeki histopatolojik degisiklikler ve 1s1 soku
proteinlerinin (HSP70) iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. IM'nin tiim derisimlerinde
karacigerde en sik goriilen degisiklikler hidropik dejenerasyon, piknotik ¢ekirdekler ve hiicre
sinirlarinin kaybedilmesiydi. Statatoz ve artmis HSP70 seviyeleri, en yliksek IMI derisimine
sahip hepatositlerde tespit edilmis oldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak, test edilen IM
derisiminin, karacigerin morfofizyolojik biitiinliigiinii korumak i¢in O. niloticus'un karacigeri ve
aktif savunma mekanizmalarinda histopatolojik degisiklikler olusturdugu belirlenmistir [51].

Imidacloprid'in tatli su balig1 olan Rasbora daniconius’da oksijen tiiketimine etkisini
incelemek icin yapilmis bir calismada baliklar 96 saat sublethal derisime (0,8 mg/L) maruz
birakilmistir. Oksijen tiiketim oranini kontrol ile karsilastirildiinda diisiis gostermistir.
Imidacloprid, baliklara karsi pestisit toksisitesini degerlendirmede biyolojik gosterge olarak
kullanilabilecek bir parametre olan solunum metabolizmasini degistirmistir. Kontrol grupta
toplam oksijen tiiketimi 2,78 ml O;/hayvan/saat iken, pestisit uygulanan gruplarda 24, 48, 72 ve
96 saat boyunca toplam oksijen tiiketimi sirasiyla 2,37, 1,71, 0,86 ve 0,76 ml O;/hayvan/saat
olmustur. Dolayisiyla oksijen tiiketimi, kontrol grubuna kiyasla, 96 saate kadar azalma egilimi
gostermistir [52].

Patel vd.[53], imidacloprid ve curzate pestisitlertinin 0. mossambicus ve L. rohita'nin
solungac ve bobreklerinde histopatolojik degisiklikleri tizerindeki etkisini degerlendirmek icin
bir calisma yapmislardir. Dokulardaki histolojik zararlar, derisim ve silire artis1 ile
yogunlasmistir. Bobrekte gozlenen histopatolojik degisiklikler tiibiiler epitel hiicrelerinin
siddetli nekrozu, bowman kapsiiliiniin kalinlagmasi ve glomeriillerin biiziilmesi ile birlikte fokal
nekroz ve kanamalar, hemoliz bulunan renal tiibiillerde ciddi dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler oldugu belirtilmistir. Her iki solungacin sekonder lamellerin kivrilmasi, bunu
takiben diizensizlik, ikincil lamellerdeki histolojik degisiklikler daha belirgin olarak
gozlemlendigi rapor edilmistir. Sonu¢ olarak, mevcut histolojik arastirmalarin bulgularini,
imidacloprid ve curzate'in 0. mossambicus ve L. rohita'nin solungaclara ve bobreklere agir hasar
vermesine neden oldugu seklinde belirtilmistir.

Imidaclopridin subletal derisimlerinin O. niloticus’da genotoksik etkisinin arastirildig1
bir ¢alismada, baliklar 24 ve 96 saat siireyle 50 ve 100 mg/L imidacloprid ortam
derisiminemaruz birakilmiglardir. Genotoksik etkinin incelenmesi amaciyla belirlenen siireler
sonunda balik eritrositlerine mikroniikleus testi uygulanmistir. Mikroniikleus frekanslarinin
kontrol gruplan ile karsilastirildiginda, doza ve siireye bagli olarak 6nemli derecede arttigi

saptanmistir [54].
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Topal vd.[11], bir neonicotinoid bécek oldiiriicii olan imidacloprid'in Gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) beyin dokusunda 21 gilinliik uygulamanin, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin
(8-OHdG) aktivitesi, oksidatif stres ve asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi lizerindeki nérotoksik
yanitlar1 arastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore, 5 mg/L imidacloprid'e maruz kalan
baliklarda 8-OHdG aktivitesinin degismedigini, ancak 10 mg/L ve 20 mg/L imidaklopridin 8-
OHdG aktivitesini kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak arttirdigini bildirmislerdir. Beyin
dokular1 antioksidan enzim aktivitelerinde (sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz)
ve malondialdehit diizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli bir artis oldugunu ve yiliksek
derisim imidacloprid’in, asetilkolin esteraz enzim aktivitesinde belirgin bir diisiise neden
oldugunu rapor etmislerdir.

Gokkusagi alabaligi (0. mykiss)’'nda imidaclopridin ti¢ derisimi (5, 10 ve 20 mg/L) 21 gilin
stireyle kronik uygulanmistir. Karaciger ve solunga¢ dokularinda antioksidan enzimler ile
malondialdehit ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin diizeyleri arastirilmistir.8-OHdG ve MDA
diizeyleri artan derisime paralel olarak 6nemli oranda artmistir. Bununla birlikte yine artan
derisim etkisiyle antioksidan enzim diizeylerinin de artigi saptanmistir [55].

Ozdemir vd. [56],C. carpio’da 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 140 mg/L ve 280 mg/L
imidacloprid derisimlerini uygulamislardir.Akut insektisit toksisitesinin, solungaglarda ve
karacigerde histopatolojik lezyonlara neden oldugunu; solungaclar ve karaciger dokularinda8-
hidroksi-2-deoksiguanozin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) veTimor nekrozis faktor-
alfa (TNF-a) aktivasyonunu, beyin dokusu iNOS, kaspaz-3, CYP1A ve metallothonein (MT1)
genlerinin aktivasyonunun arttirdigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, imidaclopridin C.
carpio'nun dokularinda ciddi histopatolojik lezyonlara, enflamasyona ve oksidatif strese neden
oldugunu rapor etmislerdir.

Vieira vd. [57], Prochilodus lineatus'a uyguladiklarn 1,25, 12,5, 125 ve 1250 pg/L
imidacloprid derisimlerinin, baliklarin farkli organlarinda biyokimyasal, genotoksik ve fizyolojik
etkilerini degerlendirmislerdir. Insektisit,P. lineatus'un farkli dokularinda biyotransformasyon
ve antioksidan enzimlerin aktivitesinde oOnemli degisikliklere neden oldugunu
bildirmislerdir. Karaciger, solunga¢ ve bobreklerde lipoperoksidasyon ve protein
karbonilasyonu gibi oksidatif hasar ve beynin beyninde kanitlandig1 icin dokularin redoks
dengesi etkilenmistir. Tiim IM derisimlerine maruz kalan baliklarda kanda glikoz azaldigini ve
enerjetik talepte bir artis oldugunu belirtmislerdir.Balik eritrositlerinde comet testi ile yapilan
calismalarda DNA hasari1 oldugu saptanmustir. Elde edilen sonuclar1 Entegre Biyobelirte¢ Tepki
(IBR) endeksine entegre ettiklerini ve IM maruziyetinden en ¢ok etkilenen organlarin karaciger
ve bobrek oldugunu ve bunu solungaclarin takip ettigini kanitlamislardir.

Inyang ve Korogbegha[58],Heterobranchus bidorsalis’e14 giin stireyle 0,28, 0,42 and

0,56 mg/Limidacloprid derisimlerini uygulamislardir. Kanda kirmizi kan hiicresi, beyaz kan
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hiicresi, trombositler, hemoglobin, lenfositler ve norofiller ile bobrekde alkalen fosfataz ve asit
fosfataz lizerine etkilerini incelemislerdir. Artan derisime bagh olarak hemoglobin diizeyi ve

bobrek enzim aktiviteleri azalmistir.

2.2. Ferulik Asit ile Yapilan Calismalar

Rukkumani vd [59], farelerde alkol ve c¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) ile
olusturulan oksidatif stres tlzerine ferulik asitin koruyucu rolliinlii arastirdiklari calismada
oksidatif stres belirtecgleri olan TBARS ve hidroksiperoksit diizeyleri ferulik asit kullanimiyla
6nemli oranda azaldigini belirtmislerdir.

Srinivasan vd.[38], yaptiklar1 bir calismada sicanlarda karbon tetracloriir (CCls) kaynakl
toksisite tlizerinde fenolik bilesik olan ferulik asitin koruyucu etkisi oldugunu rapor
etmislerdir. Karacigerde alanin transaminaz, aspartat transaminaz, alkalin fosfataz, gamma-
glutamil transferaz enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon iirlinii olan tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeler, hidroperoksitler, nitrik oksit, protein karbonil igerigi, antioksidan statiisii
(siiperoksit dismutaz, katalaz, Glutatyon peroksidaz ve indirgenmis glutatyon), FA'nin koruyucu
roliinii izlemek i¢in biyolojik belirte¢ olarak kullanilmistir. CCls4 ile muamele edilen gruplarda
aktiviteri azalan antioksidanlar, FA ile 6nemli oranda iyilestirilmistir. FA'nin normal sicanlara
verilmesi zararli etkilere neden olmamistir. Arastirmacilar FA'nin yan etkileri olmayan etkili bir
antioksidan oldugunu ve dogal terapi icin gecerli arastirmada bilyiik bir kazanc
saglayabilecegini belirtmislerdir.

Yeh ve Yen [60], sicanlarda fenolik asitlerin antioksidan sistem tlizerindeki modiilator
etkilerini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmiglardir. Sicanlara ardisik 14 giin stireyle 100
mg/kg'lik bir dozajda gentisik asit, gallik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit oral yoldan
uygulanmistir. Hepatik siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz aktiviteleri, 4
fenolik asitin hepsinin uygulanmasindan sonra kontrol grubuna kiyasla daha fazla
bulunmustur. Fenolik asitler uygulanmis sicanlardan elde edilen karaciger homojenatlari,
kontrol farelerinden elde edilenlerden daha yiiksek oksijen radikal absorbsiyon kapasitesine
sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, fenolik asitlerle karacigerdeki faz Il antioksidan
enzimlerin ve oksidatif durumunun modiilasyonunun, mutajenez ve oksidatif hasara bagh
etkilere kars1 korunmada 6nemli bir rol oynayabilecegi seklinde rapor etmislerdir.

Maoka vd. [61], Ferulik asit (FA) (% 0,01-0,5) ve gama-orizanol (0Z) (% 0,05-0,5)
takviyesinin Pagrus major iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Ferulik asit ve gama-orizanol ile
desteklenen yemler ile 98 giin beslenen baliklarda kontrol grubuna goére pigmentasyonun daha

koyu oldugunu ve karaciger MDA diizeyinin daha diisiik oldugunu belirtmislerdir.
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Karbon tetraklorid (CCl4) ile indiiklenen akut karaciger hasarina karsi ferulik asitin
koruyuculuk o6zelligi {lizerine bir arastirma yapilmistir [35]. CCLs etkisi ile serum
Aminotransferaz aktivitesi ve karaciger malondialdehit diizeyi énemli oranda yiiksek iken,
indirgenmis glutatyon derisimi dusik bulunmustur. Timoér nekroz faktori-a'mRNA
ekspresyonu anlaml olarak artmistir. FA uygulamasi bu artislari zayiflatmistir. Arastirmacilar,
FA'nin oksidatif hasar ve iltihap sinyali yollarinin azaltilmasi yoluyla CCl4 ile olusturulan akut
karaciger hasarindan korudugu seklinde rapor etmislerdir.

Zebra balig1 (Danio rerio) embriyolarinda karbon iyonu 1sinlama ve ferulik asitin (FA)
oksidatif stresin indiiksiyonu ve gen ekspresyonunun degisimi lizerindeki etkileri incelenmistir.
Zebra baligi embriyolar1 yedi gruba ayrilmistir. Kontrol grubu; 1 Gy, 3 Gy ve 7 Gy 1sima
gruplarive tili¢ FA oOn-muamele edilmis 1sinlama grubu.Isinlanmis gruplarda, zebra
embriyolarinin ve oksidatif stresinde artis bulunmustur. Malondialdehit (MDA) icerigi artmis,
azalmis glutatyon (GSH) icerigi azalmis ve antioksidan enzim aktivitelerinde (CAT ve SOD)
degisiklikler saptanmistir. Bununla birlikte bu antioksidan proteinleri kodlayan genlerin
aktivitesi de onemli 6l¢lide degismistir. Bir antioksidan olan FA ile yapilan ilave, mortalite,
morfoloji, antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA ve GSH icerigindeki degisikliklerle ve mRNA
ekspresyon seviyelerinde degisikliklerin isaret ettigi 1sinlamayla indiiklenen oksidatif hasari
azalttig1 rapor edilmistir [62].

Ferulik asit (FA) takviyesinin, O. niloticus’da blyiime performansi, antioksidan
kapasitesi ve etin bazi fiziksel 6zelliklerine etkilerinin arastirilmistir [63]. 0, 50, 100, 200 ve 400
mg/kg FA ile takviye edilmis bes diyet hazirlanmistir. Agirlik anlamlh sekilde artarken, besin
cevirim orani, viscerosomatik indeks ve hepatosomatik indeks, 100 mg/kg FA icerikli yem
grubunda 6nemli Ol¢lide azalmistir. FA destegi hepatik ve serum SOD ve CAT aktivitelerini
iyilestici etki yapmis ve MDA icerigini azaltmistir. Ayrica, FA ilavesiyle serum triasilgliserol,
kolesterol, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol icerikleri, alanin aminotransferaz ve
aspartat transaminaz aktiviteleri azalirken, serum yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
icerigi, alkalin fosfataz ve lizozim aktiviteleri artmistir. Bu sonuglar, diyet takviyesi takviyesinin
tilapyadabiliylime performansini ve antioksidan kapasitesini arttirdiini ve et ve serum
biyokimyasal parametrelerinin bazi fiziksel 0Ozelliklerini gelistirdigini ortaya koymustur.
Tilapyalar icin optimum diyet FA diizeyi diyette 100 mg/kg olarak belirtilmistir.

Yu vd.[64], ferulik asit katkili yemlerin tilapya yavrularinda biliyiime parametreleri,
antioksidan kapasiteleri ve serum parametreleri lizerine etkilerini ortaya koyan bir ¢alisma
yapmislardir. Biiylime performansi, antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve serum biyokimyasal
parametrelerinin FA ilaveli yemlerin, 6nemli 6l¢tide arttigini belirtmislerdir.

Wen ve Ushio[65],D. rerio bireylerini ferulik asit ilaveli yemle beslemislerdir. Ferulik asit

uygulamasindan sonra 30 giin boyunca gozlemisler, genisletilmis bir kesit alani ile birlikte artan
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viicut agirhigi ile viicut kiitle indeksine belirlemislerdir. Miyojenik transkripsiyonel faktorlerin
(MyoD, myogenin ve serum yanit faktorii), nispi mRNA ekspresyon seviyelerinin ve kas
hipertrofisinde yer alan sarkomerik iinite proteinlerini kodlayan hedef genlerini (iskelet alfa-
aktin, miyosin, tropomyosin ve troponin [) arastirmislardir. Ferulik asidin kas biiylimesini
destekleme kabiliyeti sayesinde fonksiyonel gida katki maddeleri ve diyet takviyeleri olarak

potansiyel uygulamalarini 6nermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Imidacloprid Sigma Aldrich
e 1-Butanol Riedel de Haen
e Amonyum Siilfat Sigma

e Asetik Asit Merck

e Asetonitril Merck

e Bakir Klortr Sigma

e Bakir Siilfat Pentahidrat Merck

e Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma

e Disodyum Hidrojen Fosfat Merck

e 2,4 Dinitrophenylhydrazine Sigma

e Etil Alkol (Etanol) Merck

e Etil Asetat Sigma

e Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Merck

e Ferulik Asit Sigma

e Folin Ciocalteu's Fenol Reagent Sigma

e Hidrojen Peroksit Merck

e Hidro Klorik Asit (HCl) Sigma

e Ksantin Sigma

e Ksantin Oksidaz Sigma

e Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Sigma

e Piridin Riedel de Haen
e Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck

e Potasyum Sodyum Tartarat Merck

e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma

¢ Sodyum Hidroksit Merck

e Sodyum Karbonat Merck

e Sodyum Klortr Merck

o Tetrametoksipropan Aldrich

e Tiobarbitiirik Asit (TBA) Merck

e TCA Merck
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3.2. Kullanilan Cihazlar

e Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

e Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

e Etiiv (Binder)

e Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
e Hassas Terazi (Mettler Toledo)

e Buzdolabi (Regal, RBD 4602 NCF)

e Benmari Memmert WB 22

e Vorteks (REAX)

e Mini santrifiij (Eppendorf)

o Distile Su Cihaz (Millipore)

e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000)
o Homojenizator (IKA Ultra Turrax T-25)

e Oksijenmetre Mettler-Toledo MO 128

e pH Metre (Mettler Toledo)

e Spektrofotometrik Analiz Kiivetleri (Hellma)

3.3. Deney Uygulamalari

Arastirmada materyal olarak 60,10 + 2,22 g agirlik ve 16,20 + 0,28 cm boya sahip C.
carpio bireyleri kullamlmistir. Deney, MEU. Su Uriinleri Fakiiltesi Temel Bilimler Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Deney uygulamalar1 40x100x40 cm boyutlarinda cam
akvaryumlarda gergeklestirilmistir. Baliklar 15 giin silireyle ortam kosullarina uyum igin
bekletilmistir. Adaptasyon siiresince baliklar giinde 2 kez, toplam biyo kiitlesinim %?2’si
oraninda hazir pelet yem ile beslenmislerdir. Laboratuvarda 12/12 saat aydinlik/karanlik
periyodu uygulanmis ve akvaryumlar merkezi havalandirma sistemi ile havalandirilmistir.

Deneyda 5 adet cam akvaryum kullanilmistir. Akvaryumlardan herbirine 12 adet balik
konulmustur. Deneyde 60 balik kullanilmistir. Akvaryumlarda evaporasyon, presibitasyon ve
adsorbsiyon gibi nedenlerle kullanilan ¢ézeltilerin derisiminde degisimler olabilecegi icin, sulari
glinagirt (2 gin ara ile) dinlendirilmis ve kloru ugurulmus su ile degistirilmistir.
Akvaryumlardan biri, imidaclopridin yiiksek derisiminin ¢6zlindiirtilmesinde kullanilan

asetonitril miktarinin kontrolii icin kullanilmistir. C. Carpio i¢in 96 saatlik LCso degerinin 280
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mg/L oldugu onceki yapilan ¢alismalarda belirtilmistir[66]. Bu arastirmada, subletal derisim

olarak2,80 mg/L kullanilmistir.

Deney gruplary;

Grup 1 : (Kontrol Grup 1) Cesme suyu iceren akvaryum + Normal ticari yem ile besleme
Grup 2 : (Kontrol Grup 2) Cesme suyu + 1 ml Asetonitril + Normal ticari yem ile besleme
Grup 3 : Cesme suyu iceren akvaryum + Ferulik asit ilave yem ile besleme

Grup 4 : Imidacloprid ilave edilen su bulunan akvaryum + Normal ticari yem ile besleme

Grup 5 : Imidocloprid ilave edilen su bulunan akvaryum + Ferulik asit ilave yem ile besleme

Arastirmada Camli A.S.’nin sazan baliklari i¢in trettigi yemler kullanilmistir. Ticari yem,
ferulik asit (% 0,5) ile karistirilarak ve peletler seklinde yeniden olusturulmustur. Kontrol yem,
ferulik asit ilave edilmeksizin, benzer sekilde islem yapilarak kullanilmistir.Deney siiresince
Grup3 ve Grup5’te bulunan baliklar, % 0,5 oraninda Ferulik asit ilave edilen yem ile
beslenmislerdir.Baliklara giinde agirliklarinin %2 oraninda yem verilmistir.

Deney ve kontrol akvaryumlarindaki suyun bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 3.1

"de gosterildigi sekilde belirlenmistir.

Tablo 3.1. Deney Akvaryumlarindaki Suyun Baz Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sicaklik 23+x1°C

pH 7,35+0,76

Coziinmiis Oksijen 6,8 + 0,55 mg/L
Toplam Sertlik 229 £ 0,51 mg/L CaCO3
Alkalinite 332+ 0,50 mg/L CaCO3

Belirlenen deney periyotlarinda (4. giin ve 10. giin) her gruptan 6’sar birey alinarak her
birey bir tekrar olacak sekilde kullanilmistir. Beyin omurilik baglantisi kesilerek 6ldiiriilen bu
baliklarin karaciger ve beyin dokular1 buz iizerinde ayr1 eppendorf tiiplere alinarak hizla -20
°C’de dondurulmustur. Biyokimyasal analizlere baslamadan once karaciger doku ornekleri
%081k serum fizyolojik c¢o6zeltisi icerisinde 10000 devir/dakika hizda 3 dakika siire ile
homojenize edilmistir. Isinma nedeniyle meydana gelebilecek enzim aktivite kaybini 6nlemek
lizere ornekler buz icerisinde homojenize edilmislerdir. Homojenatlar +4 °C’de 13000 rpm’de
15 dakika santrifiijlenmis, elde edilen stipernatant, CAT, SOD enzim aktiviteleri ile MDA, protein

karbonil ve protein diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Katalaz Aktivitesi Tayini
Doku CAT aktivitesi tayini Aebi [67]tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir.
Yontemin esasi, hidrojen peroksit (H202) substratinin CAT ile enzimatik yikilmasinin 240 nm’de

izlenmesidir.

Kullanilan Reaktifler:

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0,681 g KH,PO, bidistile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlanir.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2,77 g Na;HPO4.12H,0 bidistile suda ¢oziilerek
155 mL’ye tamamlanir.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): A/B orant 1/1,55 olacak sekilde karistirilarak
hazirlanir ve pH 7’ye ayarlanir.

Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 pl %30 luk H20, 10 mL’ye fosfat tamponu ile

tamamlanir.

Deneyin Yapilisi:

Kuvartz spektrofotometre kiivetlerine 10 pl 10.000 g siipernatant fraksiyonu ve
lizerlerine 1990 pl fosfat tamponu ilave edilir. Ornek kiivetine 1 mL 30 mM H;0; ilave edilir ve
hemen karistirilarak drnegin absorbansindaki azalma kore kars1 1 dakika boyunca 240 nm’de

izlenir. Spesifik aktivitesi linite/mg protein cinsinden hesaplanir.

3.4.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Oksidatif yolla enerji iiretimi sirasinda olusan endojen ve eksojen kaynakli toksik
sliperoksit radikellerinin suya ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim
aktivitesinin ol¢lim prensibi, ksantin varliginda ksantin oksidazin agiga ¢ikardigi siiperoksit
radikallerinin nitroblue tetrazolium (NBT) ile 560 nm’de absorblanan rengin o6l¢iilmesine

dayanir[68].

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye
tamamlanir.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0,1 N NaOH ¢ozeltisinde hafif
1s1 uygulamasi ile ¢oziilerek bidistile su ile 10 mL’ye tamamlanir. Cozelti +4 °C’de bir hafta

dayaniklidir.
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Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢ozeltisinden 1 mL alinarak bidistile su ile 10
mL’ye tamamlanir. Her deney giinii taze olarak hazirlanir.

Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na;EDTA. 2H,0 bidistile suda
¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanir.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,CO3 bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye
tamamlanir.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlanir.

Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT bidistile suda
coziilerek 10 mL ye tamamlandi. Her deney gilinti taze olarak hazirlanir.

SOD Calisma Reaktifi: 10 mL 0,3 mM ksantin, 5 mL 0,6 mM Na;EDTA, 3 mL 400 mM
Na;CO3, 1,5 mL 1 g/L BSA, 5 mL 0,15 mM NBT karistirilarak her deney giinii taze olarak
hazirlanir.

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4)2SO4 bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye
tamamlanir.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus (NH4)2SO4
¢oOzeltisinde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanir.

Bakir Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl,.2H,0 bidistile suda ¢6ziilerek 100 mL’ye

tamamlanir.

Deneyin Yapilisi:

2,85 ml SOD reaktifi 6rnek ve kér tiipiine aktarilir. Ornek tiipiine 100 ul siipernatant
ilave edilir ve her iki tiipe de 50 pl ksantin oksidaz eklenir. Tiipler 25 °oC’de 20 dakika inkiibe
edildikten sonra tiiplere 100 pl CuCl; ¢ozeltisi eklenir. En son asama olarak da koér tiipiine 100
ul stipernatant eklenerek karistirilir. Kér ve ornek tiiplerinin 560 nm’de absorbanslari ayri1 ayri

olculiip SOD aktivitesi tespit edilir. Spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edilir.

3.4.3. Malondialdehid Diizeyinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyon tiriinlerinden en stabili olan MDA’nin tiobarbiitirik asit ile
reaksiyonu sonucu olusan pembe Kkirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak
degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. Yagi vd.[69]'nin tiobarbitiirik asit reaksiyon metodu

ile tayin edilmistir.

Kullanilan Reaktifler:
Stok tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 mL’de ¢ozuliir.
Giinliik tetrametoksipropan c¢ozeltisi: 10 mL’'lik stok ¢ozelti 100 mL’ye distile su ile

tamamlanir. Calisma sirasinda giinliik ¢6zelti tekrar 1/10 oraninda seyreltilir.
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SDS ¢ozeltisi: 8,1 gr SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve ¢oziiliir.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir ve pH’s1 3,5’e
ayarlanir.

TBA ¢ozeltisi: 0,8 gr TBA tartilip 100 mL’ye ditile su ile tamamlanir ve 1sitilarak ¢oziiliir.

n-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol ile karistirilir.

Deneyin yapilisi:
MDA miktarini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve drnek olmak iizere farkh tiiplereasagidaki

sekilde eklenir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Malondialdehid Yontemi

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 seyreltilmis) (uL) - 50 -
Ornek (uL) - - 50
SDS ¢o6z. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢6z. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350

Tiipler 95 °C'de 30 dakika stire ile inkiibe edilir. Musluk suyunda sogutulur. 500 pL
distile su eklenir. 2,5 mL n-biitanol-piridin karisimi eklenip tiipiin kapagi kapatilarak karisimlar
beyazlasincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenir. Siipernatant fazdan 1
mL alinip 532 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak 6lciiliir. Sonuglar standart grafikten

degerlendirilir.

3.4.4. Protein Karbonil Diizeyinin Belirlenmesi

Oksidatif stres sonucu proteinler iizerinde olusan karbonil gruplarinin tayini Levine
vd.[70] yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu metoda gore protein karbonil gruplar 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) ile reaksiyona girerek stabil 2,4-dinitrophenyl (DNP)

hydrazone olusturmaktadir.

Kullanilan Reaktifler:
HCI (2 N)
2,4- DNPH (10 mM-2M HCl'de hazirlanir) 10 mM DNPH cozeltisi Ozkiitlesi 1.19 gr/mol

olan % 37’lik HCl ¢ozeltisinden 2 N HCl stok ¢ézeltisi hazirlanir. Ornekler 1siktan korunarak
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0.0198 g DNPH tartilir. Bir behere konarak folyoya sarilir. Stoktan birer ml konarak karanlik ve
sicakta coziliir.

TCA (%20)

Etanol / Etil asetat ¢ozeltisi (1:1 (v/v) )

NaOH (1N)

Deneyin Yapilisi:

0,5 ml supernatant + 0,5 ml TCA (%20)

Oda sicakliginda 1-2 dakika bekletilir. 4000 rpm’de 7-8 dakika santrifiijlenir.

Ust faz atilir, ¢okelti + 0,5 ml DNPH (mM)

Tipler folyolu ve agizlar1 kapali olarak her 5 dakikada bir vortex’lenerek 30 dakika
karanlikta bekletilir. + 0,5 ml TCA (%20)

Spatiil yardimu ile ¢ozeltiler karistirilir. Oda sicaklifinda 5 dakika bekletilir. 4000 rpm’de
7-8 dakika santrifiijlenir.

Ust faz atilir, ¢okelti + 1 ml Etanol / Etilasetat (1:1 (v / v)

3 kez bu islem tekrarlanir. Her reaktif ekleme isleminden sonra 5 dakika bekletilerek
spatiil yardimiyla karistirilir.4000 rpm’de 7-8 dakika santrifiijlenir.

3. yikamadan sonra {ist faz atilir, ¢ékelti + 1,5 ml 1 N NaOH

Spatiil ve karistirict yardimiyla ¢oziiliir. 372C’lik su banyosunda 15-20 dakika bekletilir.

4000 rpm’de 7-8 dakika santrifiijlenir.

Ust faz 360 nm’de okunur.

Karbonil grup icerikleri nmol karbonil/mg protein cinsinden hesaplanir.

3.4.5. Protein Analizi

Doku protein miktarlar1 CAT, SOD enzim aktiviteleri ile MDA diizeylerini hesaplamak
amactyla ¢alisilmistir. Yontem alkali sartlarda proteinlerin peptid baglarindaki nitrojenler ile
tirozin atiklarinin, bakir ile bakir-peptid bagi protein kompleksini olusturmalar1 ve bakir
tarafindan okside olan halkalarin fosfotungustik asit-molibdik asit ayiracini (Folin-Ciocalteu
ayiraci) heteropolimolibdenum mavisine indirgemeleri sonucunda olusan mavi rengin
siddetinin 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede belirlenmesi prensibine dayanmaktadir

[71].

Kullanilan Reaktifler:
A Reaktifi: 0.1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi hazirlanir.
B1 Reaktifi: %1’lik CuS04.5H20 ¢ozeltisi hazirlanir.

19



Onder SAHIN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

B, Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢dzeltisi hazirlanir.

B Reaktifi: B1 ve B; esit hacimde karistirilir.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine 1mL A reaktifi eklendi. Reaktif taze hazirlanmali ve
bekletilmeden kullanilmahdir.

D Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 mL distile su ile karistirilir.

Protein standart ¢ozeltisi: 250 mg/100 mL bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80, 160,
320, 640 pg/mL protein icerecek sekilde seyreltilerek ¢calisma standartlari hazirlanir.

Deneyin Yapilist:
Proteinodlgmek icin ¢ozeltiler kor ve drnek olmak tizere farkli tiiplere asagidaki sekilde

eklenir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Protein Ol¢iimii

Kor tiipii Ornek tiipii Standart
Numune (pL) - 300 -
Distile su (uL) 300 - -
Standart (pL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Vortekslenerek karanlik dolapta 20 dakika bekletilir.
D reaktifi(uL) 300 300 300

Tiipler vortekslenerek 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilir. Spektrofotometrede 750
nm’de numunenin ve standardin absorbansi kére karsi okunur. Her bir 6rnek icin doku protein
miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan standart egrisine gore ve diliisyon faktoriiyle

carpilarak hesaplanir.

3.5. Istatiksel Analizler

Deney verilerinin istatistiksel analizlerinde; deney gruplar ortalamalari1 arasindaki
farklar, OneWay-Anova varyans analizi yontemiyle, onem kontrolii Duncan testi uygulanarak
yapilmistir. 4. ve 10. glinlin karsilastirilmasinda t testi uygulanmistir. Deney verileri aritmetik
ortalama # standart hata (X +SX) seklinde hesaplanmistir. Onemlilik derecesi olarak P<0.05

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

C. carpio’da imidaocloprid’in subletal derisimi ve ferulik asit uygulamalarinin etkisinde
karaciger ve beyin dokularinda CAT, SOD ve Lipid Peroksidasyon {iriinii olarak MDA ve protein
oksidasyonunun en yaygin olarak olciilen {riinii olarak protein karbonil diizeyleri
belirlenmistir. Deney siiresince baliklarda mortalite gézlenmemistir.

Imidoclopridin 2,80 mg/L derisimi ve yeme katilan %0,5 FA'nin 10 giinliik uygulanmasi
sonucu C. carpio karaciger CAT aktivitesinde ki degisim Tablo 4.1. de sunulmustur. Kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda, Ferulik asit uygulamasi 4. ve 10. giinlerde o6nemli fark
olusturmamistir (P>0.05). 2,80 mg/L imidocloprid ortam derisimi, kontrol grubuna gore 4. giin
yaklasik %13, 10.giin yaklasik %32 oranlarinda 6nemli (P<0,05) artisa neden olmustur. IM+FA
grubunda bulunan baliklarin karaciger CAT aktivitesi, imidocloprid uygulanan grupla
kiyaslandiginda 4. glinde 6nemli fark bulunmamistir (P>0,05). 10. glinde ise 6nemli azalmaya
neden olmustur. Deney peryotlari olan 4. ve 10. giinlerin birbiri ile karsilastirilmasi durumunda,

IM uygulamasi 10. giinde 4. gline kiyasla %10 oraninda bir artisa neden olmustur. (P>0,05).

Tablo 4.1.C. carpio’nunkaraciger dokusu CAT aktivitesi (U/mg Protein) iizerine,
2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X +SX X +SX

Kontrol 1 33,61+2,23 ax 31.07+1,80 ax
Kontrol 2 33,9343,16 ax 32,28+1,50 ax
FA (% 0,5) 32,57+2,18 ax 30,64+1,01 ax
IM (2,80 mg/L) 37,30+1,22 ax 41,03+1,70 by
IM+FA 35,36+1,82 ax 38,53+1,22 ¥

*: Farkl harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup igerisinde
siireler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

Imidoclopridin 2,80 mg/L derisimi ve yeme katilan %0,5 FA in 10 giinliik uygulanmasi
sonucu C. carpio beyin CAT aktivitesindeki degisim Tablo 4.2 de sunulmustur. Kontrol grubu ile
FA uygulanan grup Kkarsilastirildiginda 4. ve 10. giinlerde 6nemli bir fark goézlenmemistir

(P>0,05). 2,80 mg/L imidocloprid derisimi, kontrol grubuna gore 4. giin yaklasik %15, 10.
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giinde ise %50 oraninda 6nemli (P>0,05) artisa neden olmustur. IM+FA grubunda bulunan
baliklarin beyin CAT aktivitesi IM uygulanan grup ile karsilastirildiginda 10. Giinde %10
oraninda azalma yo6niinde etki bulunmustur. (P<0,05). Deney periyotlar1 karsilastirildiginda, IM
uygulanan gruptaki C. carpio bireylerinin beyin CAT aktivitesinde 10. glinde 4. giine kiyasla %19
oraninda artis tespit edilmistir. Ayni karsilastirma IM+FA grubunda yapildiginda artis orani 10.

glinde 4. gline oranla %10 olarak saptanmistur.

Tablo 4.2.C. carpio’'nunbeyin dokusu CAT aktivitesi (U/mg Protein) lizerine,
2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X +SX X +SX

Kontrol 1 32,26+1,62 29,90+1,02 ax
Kontrol 2 30,66+1,29 ax 31,54+1,04 ax
FA (% 0,5) 31,50+1,41 ax 30,28+1,40 ax
IM (2,80 mg/L) 37,14+1,89 bx 44,67+0,91 by
IM+FA 36,19+1,91 abx 40,60+1,05 &

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup icerisinde
slireler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

2,80 mg/L imidocloprid ve yeme katilan %0,5 ferulik asitin 10 gilinliikk uygulamasi
sonucu C. carpio Kkaraciger SOD aktivitesi iizerine etkileri Tablo 4.3’de sunulmustur. FA
uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiinda 4. ve 10. giinlerde o6nemli fark
olusmamistir (P>0,05). 2,80 mg/L imidocloprid derisimi, kontrol grubuna gore 4. giin %30
artisa neden olurken 10. giinde ise %30 oraninda azalmaya neden olmustur. IM+FA grubunda
bulunan baliklarin SOD enzim aktivitesi IM uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel
yonden onemli bir fark olusturmamistir (P>0,05). Deney periyotlarinin karsilastirilmasinda, IM
uygulanan gruptaki bireylerin karaciger SOD enzim aktivitesinde 10. giinde 4. gline oranla %44
oraninda azalma bulunmustur. Ayni karsilastirma IM+FA grubunda yapildiginda 10. giinde 4.

gline oranla enzim aktivitesinde %37 azalma tespit edilmistir.
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Tablo 4.3.C. carpio’nunkaraciger dokusu SOD aktivitesi (U/mg Protein) lizerine,
2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X £Sx X £Sx

Kontrol 1 7,76+0,37 7,57+0,72
Kontrol 2 7,72%0,47 ax 7,93+0,55 a
FA (% 0,5) 7,02+0,19 ax 6,99+0,37 ax
IM (2,80 mg/L) 9,17+0,53 bx 5,44+0,42 by
IM+FA 8,29+0,41 bx 5,09+0,34 by

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup igerisinde
sureler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

2,80 mg/L imidocloprid ve yeme katilan %0,5 ferulik asitin 10 giinliik uygulamasi
sonucu C. carpio beyin dokusu SOD enzim aktivitesi Tablo 4.4’de sunulmustur. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, FA grubu enzim aktivitelerinde 4. ve 10. giinlerde 6nemli bir fark
gozlenmemistir (P>0,05). IM uygulanan grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda, beyin
dokusu SOD enzim aktivitesinde 4. giin yaklasik olarak %38 artis gozlenirken, 10. giin %32
azalma gorillmektedir. IM+FA grubunda bulunan C. carpio bireylerinin enzim aktivitesi, IM
uygulanan grup ile karsilastirildiginda 4. gin %12 oraninda azalma, 10. giin %25 artis
gozlemlenmistir. Deney periyotlaribirbiri ile karsilastirildiginda, IM grubunda 10. giinde 4. giine
oranla beyin SOD enzim aktivitesinde %50 azalma belirlenmistir. IM+FA grubunda bu azalma

%28 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.4.C. carpio’nunbeyin dokusu SOD aktivitesi (U/mg Protein) iizerine,
2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X £Sx X +Sx

Kontrol 1 5,78+0,46 2 6,25+0,32 ax
Kontrol 2 5,50+0,47 ax 6,02+0,22 ax
FA (% 0,5) 5,28+0,52 ax 5,9+0,40 ax
IM (2,80 mg/L) 8,02+0,37 bx 4,19+0,30 by
IM+FA 7,01+0,30 <x 5,08+0,28 v

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup igerisinde
sureler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

C. carpio karaciger dokusu MDA diizeyi lizerine, 2,8 mg/L IM ve yeme katilan %0,5 FA
uygulamalarinin etkileri Tablo 4.5’de sunulmustur. FA uygulanan grupta 10. giinde MDA
diizeyinde %32 oraninda 6nemli azalma saptanmistir. (P<0,05). IM grubu ile kontrol grubu
karsilagtinldiginda MDA diizeyleri 4. gin %40, 10. gin %92 oranlarinda 6nemli artis
saptanmistir (P<0,05). IM+FA uygulanan grupta yer alan C. carpio bireylerinin karaciger MDA
diizeyi IM uygulanan grupta yer alan bireylerle karsilastirildiginda, 4. giin 6nem ifade eden
azalma belirlenmemesine karsin, 10. giin %22 oraninda 6nemli bir azalma tespit edilmistir
(P<0,05). Deney periyotlarinin karsilastirilmasinda IM uygulanan gruptaki baliklarin karaciger
MDA diizeyinde 10. giinde 4. giine oranla %31 oraninda o6nemli bir artis (P<0,05)
belirlenmistir. IM+FA uygulamasi yapilan grupta 10. giinde 4. gline oranla %10 oraninda artis

belirlenmistir.
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Tablo 4.5.C. carpio’'nunkaraciger dokusu lipid peroksidasyonu (MDA; nmol/mg Protein)
Uzerine 2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X £Sx X +Sx

Kontrol 1 13,22+0,98 ax 12,88+1,03 ax
Kontrol 2 13,12+0,96 ax 13,26+1,06 ax
FA (% 0,5) 12,49+0,80 ax 8,41+1,12 by
IM (2,80 mg/L) 18,70+0,83 bx 24,67+0,90 &
IM+FA 17,17+0,76 bx 19,20+0,88 dr

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, ¢, d harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup icerisinde
streler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

C. carpionunbeyin dokusu MDA diizeyi (nmol/mg Protein) iizerine, 2,80 mg/L
Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri Tablo 4.6 da verilmistir. FA
uygulanan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10. giinde MDA diizeyinde %26 oraninda
onemli azalmaya saptanmistir. (P<0,05). IM grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda MDA
diizeyleri 4. Gilin yaklasik % 54 10. giin %107 oranlarinda énemli artis saptanmistir (P<0,05).
IM+FA uygulanan grupta yer alan C. carpio bireylerinin beyin MDA diizeyi IM uygulanan grupta
yer alan bireylerle karsilastirildiginda, 4. giin istatistiki onem ifade eden azalma
belirlenmemesine karsin, 10. giin %27 oraninda 6nemli bir azalma tespit edilmistir (P<0,05).
Deney periyotlarinin karsilastirilmasinda, IM uygulanan gruptaki baliklarin beyin dokusu MDA
diizeyinde 10. giinde 4. giine oranla %42 oraninda 6nemli bir artis (P<0,05) belirlenmistir.

IM+FA uygulamasi yapilan grupta 10. giinde 4. giine oranla %13 oraninda artis belirlenmistir.
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Tablo 4.6.C. carpio’'nunbeyin dokusu lipid peroksidasyonu (MDA; nmol/mg Protein) iizerine,
2,80 mg/L imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10

Kontrol 1 11,11+0,66 ax 11,7740,42 ax
Kontrol 2 10,77+0,67 ax 11,60+£0,58 ax
FA (% 0,5) 10,99+0,47 ax 8,62+0,40 by
IM (2,80 mg/L) 17,13+0,61 bx 24,38+1,01 v
IM+FA 16,88+0,62 bx 19,16+0,77 &

* . Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup icerisinde
sureler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

Imidoclopridin 2,80 mg/L derisimi ve yeme katilan %0,5 FA in 10 giinliik uygulanmasi
sonucu C. carpio’'nun karaciger dokusu PCO degerlerinde ki degisim Tablo 4.7 de sunulmustur.
Kontrol grubu ile FA uygulanan grup karsilastirildiginda PCO degerlerinde 6nemli bir fark
gozlenmemistir (P>0,05). 2,80 mg/L imidocloprid derisimi, kontrol grubuna goére 4. giin
yaklasik %32, 10. giinde ise yaklasik %77 oraninda énemli (P>0,05) artisa neden olmustur.
IM+FA grubunda bulunan baliklar IM uygulanan grup ile karsilastirildiginda 4. giinde 6nemli
fark bulunmamistir. 10. giinde ise IM+FA uygulanan bireylerin karaciger PCO degerlerinde %25
oraninda azalma saptanmistir. Deney glnleri karsilastirildiginda, IM uygulanan gruptaki C.
carpio bireylerinin karaciger PCO degelerinde 10. giinde 4. giine kiyasla %22 oraninda artis
tespit edilmistir. Ayni karsilastirma IM+FA grubunda ve FA gruplarinda yapildiginda énemli bir

artis orani saptanmamaistir.
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Tablo 4.7.C. carpio’'nunkaraciger dokusu protein oksidasyonu (PCO; nmol/mg Protein
lizerine, 2,80 mg/L imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X +SX X £SX

Kontrol 1 4,19+0,14 ax 3,82+0,24 ax
Kontrol 2 3,86+0,15 ax 4,02+0,29 ax
FA (% 0,5) 3,70+0,28 ax 3,50+0,18 ax
IM (2,80 mg/L) 5,56+0,27 bx 6,78+0,35by
IM+FA 5,10+0,22 bx 5,03+0,24 cx

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup igerisinde

sureler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.

Imidoclopridin 2,80 mg/L derisimi ve yeme katilan %0,5 FA in 10 giinliik uygulanmasi

sonucu C. carpio’'nun beyin dokusu PCO diizeyi iizerindeki etkileri Tablo 4.8 de gdsterilmistir.

Kontrol grubu ile FA uygulanan grup karsilastirildiginda PCO degerlerinde 6nemli bir fark

gozlenmemistir (P>0,05). 2,80 mg/L imidaclopridortam derisimi, kontrol grubuna gore 4. giin

yaklasik %45, 10. giinde ise yaklasik %90 oraninda 6énemli (P<0,05) artisa neden olmustur.

IM+FA grubunda bulunan baliklarin PCO degerleri, IM uygulanan grup ile karsilastirildiginda 4.

glinde 6nemli fark belirlenmemesine karsin, 10. giinde IM+FA uygulanan bireylerin beyin PCO

degerlerinde yaklasik %23 oraninda azalma saptanmistir. Deney periyotlar: karsilastirildiginda,

IM uygulanan gruptaki C. carpio bireylerinin beyin PCO degelerinde 10. giinde 4. giine kiyasla

%38 oraninda 6nemli (P<0,05) artis tespit edilmistir.
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Tablo 4.8.C. carpio’nunbeyin dokusu protein oksidasyonu (PCO; nmol/mg Protein) lizerine,
2,80 mg/L Imidocloprid ve yeme katilan %0,5 FA uygulamalarinin etkileri

SURE (GUN)
Gruplar
4 10
X +SX X £Sx

Kontrol 1 2,75+0,20 ax 2,93+0,19 ax
Kontrol 2 2,66+0,16 ax 2,82+0,15 ax
FA (% 0,5) 2,60+0,12 ax 2,38+0,19 ax
IM (2,80 mg/L) 4,03+0,07 bx 5,57+0,20 by
IM+FA 3,90+0,20 bx 4,28+0,18 cx

*: Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir.
a, b, c harfleri ayni siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimy, x, y harfleri ise ayni grup igerisinde
sureler arasindaki ayrimi belirtmek amaciyla kullanilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Diinya genelinde, pestisit liretimi ve uygulamasi son yillarda giderek artmistir.
Uygulanan pestisitin biliyiik bir kisminin, hedef disi organizmalara toksisite ve birikim gibi
etkiler olusturabilecegi bir gergektir. Cevre ve insan saghgi, kirlenmis toprak, yiizey ve yeralti
sularina dogrudan veya dolayli maruz kalmalar nedeniyle risk icermektedir. Bu nedenle
uygulanan pestisitlerin ekosistemler tizerindeki olasi olumsuz etkilerini izlemeye ve
degerlendirmeye ihtiyac duyulmaktadir[72].

Yeni bir umut verici insektisit olan, imidacloprid [1-(6-kloro-3-piridilmetil)-N-nitro-
imidazolidin-2-ilidenamin] piyasaya 1991 yilinda piyasaya siiriilmiis ve o zamandan beriartan
miktarlarda kullanilmaktadir. Genelde mahsuller iizerindeki bdceklerini kontrol etmek
icin(6rnegin, yaprak bitleri, yaprakgiklar, thrips, beyaz sinekler, termitler) kullanilan sistemik
bir insektisittir [73]. Imidacloprid, merkezi sinir sistemindeki sinaptik iletimde 6énemli bir rol
oynayan nikotinik asetilkolin reseptdrlerinde (nAChR'ler) agonistler olarak gérev yapan
neonikotinoid bir pestisit grubudur[74]. Asamali iptal slirecinde olan diger insektisitler icin
olasi bir alternatif olarak kabul edilmektedir[72]. Bununla birlikte, imidacloprid, arilara yiiksek
toksisitesi ve bu toksisitenin bircok tlilkedeki aricilik isletmeleri iizerindeki olumsuz etkisinden
dolay1 arastirma ve pestisit gelisiminde hizla sicak bir sorun haline gelmistir. Her ne kadar
imidacloprid suda kullanilmak {izere tasarlanmamis olsa da, uygulamadan sonra su
damlaciklarina veya akma ile su Kkiitlelerine girmesi, artan kullanimina bagh olarak
imidaklopridin suda yasayan organizmalar tizerindeki etkilerini arttirmistir [75; 76].Baliklar ve
diger su organizmalari gibi hedef olmayan hayvanlar gibi cok diisiik derisimlerde bile potansiyel
olumsuz etkiler konusunda endiseler yaratmaktadir [77].

Organizmalarda cevresel strese karsi olusan biyokimyasal tepkiler, ¢evre Kkirliliginin
erken uyar1 isaretleri olarak kullanilan, biyolojik belirtecleri olarak bilinir. Reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) tretimi ve yok edilmesi tipik olarak organizmalarda dinamik bir dengede
bulunur ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) kisa bir siire icinde ROT'u ortadan
kaldirabilir[78]. Bu denge eksojen bir kirletici madde tarafindan yok edildiginde, fazla {liretilen
ROT, oksidatif strese, lipid peroksidasyonuna ve hiicresel hasara neden olabilir.Son lipid
peroksidasyon {lirtinii olan malondialdehit (MDA), organizmalarda goriilen oksidatif hasari
degerlendirmek icin siklikla kullanilir [50; 57].0Oksidatif stres sonucu olusan protein karbonil
trtinleri protein oksidasyonunun en yaygin kullanilan belirteci olup toksik maddelerin

sonucunda olusan oksidatif stresi degerlendirmede kullanilir [79]. Protein karbonil
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indiiksiyonunun genel oksidatif stres icin bir tasiyici biyobelirte¢c gorevi gorebilecegi one
strilmistiir [80].

Bu calismada imidaclopridin 2,8 mg/L subletal derisimi etkisiyle, C. carpio’'nun karaciger
ve beyin dokular1 CAT enzim aktiviteleri stireye bagl olarak artmistir. SOD aktiviteleri ise 4. Glin
artmis, ancak 10. giinde her iki dokuda da azalmistir. Cesitli calismalarda, imidacloprid
uygulanan baliklarda antioksidan enzimler iizerinde farkl etkiler rapor edilmistir. Acil [55],0.
mykiss’da IM'nin farkli derisimlerinin etkisiyle karaciger ve solunga¢ dokularinda SOD ve CAT
diizeylerinde artis oldugunu belirtmistir. Ge vd. [50],D. rerio’nun karaciger dokusu CAT ve SOD
aktivitelerinin imidaclopridin farkliderisimlerinin (0,3, 1,25, ve 5 mg/mL) etkisiyle ilk giinlerde
o6nemli oranda arttigini ancak maruz kalma siiresi sonuna dogru azaldigini belirtmislerdir.
Arastirmacilar stresér bir madde etkisiyle baliklarda radikal iiretiminde bir artis meydana
geldigini ve oksidatif strese karsi korumak amaciyla SOD sentezini tetiklemis olabilecegini
bildirmislerdir [50]. Shukla vd. [81], IM ortam derisimi etkisiyle D. rerio karaciger ve beyin
dokularinda CAT enzim aktivitelerinde artma, SOD aktivitesininde ise azalma yoniinde bulgulari
rapor etmislerdir.SOD-CAT sistemi oksijen toksisitesine karsi ilk savunmayi saglar. SOD
enziminin, Uretilen siiperoksit radikallerini hidrojen peroksitlere doniistiirerek serbest radikal
kaynakli zarara karsi koruma sagladigi bilinmektedir. Kirletici maddelere maruz kaldiginda
genellikle SOD ve CAT aktivitelerinde eszamanli bir indiiksiyon yaniti gézlenir [82; 83].
Organizmalarda artan SOD aktivitesi ROT seviyelerinin oksidatif strese dayanabilecegi aralikta
oldugunu gosterir. Maruz kalma stiresi arttik¢ca, SOD aktivitesi artan ROT miktarina bagh olarak
inhibe olur[84].

Antioksidan enzimlerin aktivitesi, kontaminantlarin baskisi altinda indiiklenebilir veya
inhibe edilebilir. Oksidatif stres altinda, enzim aktivitelerindefarkhliklar gortlebilir. Stres
baslangicinda aktiviteler uyarilir, ancak stres uzun siirerse, enzim inhibisyonu baslar[85]. Bu
olay, stres yogunluguna, tiirlerinin hassasiyetine bagh olarak degisebilir [86]. Artan CAT ve SOD
aktiviteleri, kimyasallara maruz kalindiginda detoksifikasyon mekanizmasina dogru muhtemel
bir degisimi gostermektedir. Bu durum, C. carpio’da SOD’1n aktivitesini arttirarak siiperoksit
anyon radikalinin toksik etkisine karsi kendisini korumasini, CAT aktivitesi artis ise, daha
ylksek diizeyde peroksit seviyesinin varligina isaret etmektedir [87]. Bu calismada CAT ve SOD
enzim aktivitelerinde goriilen artis, IM derisimi etkisiyle C. carpio’'nun karaciger ve beyin
dokusunda superoksit radikallerinin ve hidrojen peroksit olusumunun artmis olabilecegini
ihtimalini gostermektedir.Maruz kalma siiresi sonunda (10. gtin) CAT aktivitesi ylikselmis, SOD
aktivitesi kontrol grubuna gore diismiis ve hatta inhibe olmus olmasi, hiicrede H,0, dengesini
korumak icin fazla H,0,'yi elimine etmek icin CAT enziminin gerekli oldugunu géstermistir[50;

81].
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Bu ¢alismada 2.8 mg/L imidacloprid ortam derisimin etkisinde C. carpio’'nun karaciger
ve beyin dokusunda lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA diizeyi, deney siiresine bagh
olarak artmistir. Malondialdehit, hiicre zar fosfolipidlerine ve dolasimdaki lipitlere oksidatif
ataktan kaynaklanan LPO triinlerinden biridir ve seviyesi, dogrudan kirletici maddelerin neden
oldugu oksidatif hasarin derecesini yansitmaktadir [88]. MDA iceriginin (bir LPO endeksi)
Olciimii kirleticilerin oksidatif hasara neden olma potansiyelinin goreceli bir o6lciislinii
saglar[89].Yapilan calismalar, imidaclopride maruz kalan cesitli balik tiirlerinde doku MDA
diizeyini arttirdigini gostermistir. Neonikotinoid insektisit olan imidacloprid (11.2 ppm)
C.carpio’da karaciger, beyin dokularinda MDA ve PCO diizeylerinin siireye bagh olarak arttig1
belirtilmistir [46]. Ge vd. [50],D. rerio'nun karaciger dokusu MDA diizeyinin imidacloprid
uygulamasi ile etkide kalma siiresine bagh olarak arttigini bildirmislerdir.0. mykiss (karaciger,
beyin) uygulanan imidacloprid derisimlerinin etkisiyle lipid peroksidasyonun arttigi
belirtilmistir [11; 55].Yapilan c¢alismalarda arastirmacilar, kimyasallarin olusturdugu
toksisitenin ROT iiretiminin artmasina ve bu olayin MDA diizeyinde bir artisa neden olabilecegi
seklinde aciklama yapmislardir [50]. Bu agiklamalar dogrultusunda, yapilan bu ¢alismada C.
carpio’da karaciger ve beyin dokusunda lipid peroksidasyon f{iriinii olan MDA diizeyinin artmas,
IM ortam derisiminin etkisiyle ROT {iretiminin artmasina baglanabilir.

Bu calismada 2.8 mg/L imidacloprid ortam derisimin etkisinde C. carpio’'nun karaciger
ve beyin dokusunda protein oksidasyonunun gostergesi olan PCO diizeyi, deney siiresine bagh
olarak artmistir.Vieira vd. [57], imidacloprid uygulamasinin P. lineatus’'nun farkli dokularinda
protein karboksil diizeyini arttirdigimi rapor etmislerdir. Imidacloprid uygulamasinin
C.carpio’da karaciger, beyin dokularinda PCO diizeylerinin siireye bagl olarak arttigi rapor
edilmistir [46]. Benzer sekilde C. punctata’ya, uygulanan deltamethrin, endosulfan ve paraquat
insektisitlerinin karaciger bobrek ve solunga¢ dokularinda protein karbonil diizeyinin arttig
bildirilmistir [80].Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleriyle (ROT) dogrudan reaksiyonlarla
veya oksidatif stresin ikincil yan trtnleri ile dolayli reaksiyonlarla indiiklenen bir proteinin
kovalent modifikasyonu olarak tanimlanir[90]. Proteinlerin oksidatif modifikasyonlar:
konformasyon, yapi, ¢oziintirliik, proteolize duyarlilik ve enzim aktiviteleri dahil, fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini degistirebilir. Oksidatif stres, oksidan olusumu, antioksidan sistemlerin
organizmalarda ROT'u elimine etme Kkabiliyetini astifinda meydana gelir. Artan protein
oksidasyon seviyeleri, organizmalarda hastaliklar dahilolmak iizere ¢esitli biyolojik sonuglarla
iliskilendirilmistir[16].Proteinlerin oksidatif modifikasyonu da oksidatif stresin bir¢ok
sonucundan biridir [16]. Oksidatif strese neden olan siirecte, iiretilen reaktif oksijen tiirlerinden
biri olan yiiksek reaktif hidroksil radikalinin (OH), proteinlerde karbonil gruplarinin

olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [91; 92].imidaclopride maruz kalmanin
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ardindan C. carpio’'nun karaciger ve beyin dokularinda belirlenen PCO seviyesindeki artis, asiri
ROT tiretimine baglanabilir [93].

Yem katki maddelerinin, yiiksek verimli ve saglikli hayvan elde etmenin ve ekonomik
refaha kavusmanin temel kosullarindan oldugu bilinmektedir. Son yillarda, beslenmenin
hastaliklarinin 6nlenmesindeki roliiniin 6nemli oldugu gosterilmistir[94]. Bu baglamda,
antioksidanlar, 6zellikle dogal kaynaklardan tiiretilenler, daha énemli duruma gelmistir[95].

Antioksidanlar, eslesmemis bir elektrona sahip atomlar veya atom gruplar1 olarak
tanimlanan, toksik serbest radikalleri nétralize ederler. Serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 onleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip
maddelerdir [96].Normal, saglikli bir organizmada, reaktif oksijen tiirleri (ROT) seklinde
proksidanlarin liretimi, cesitli antioksidan savunma seviyeleri tarafindan kontrol altinda
tutulur. Cesitli besin takviyelerinde bulunan antioksidanlar, cesitli hastalik kosullarinda bu
ROT'unétrlestirerek faydal etkiler olustururlar. Bu serbest radikaller olduk¢a dengesiz veya
reaktifdir ve niikleik asitler, lipitler ve proteinler gibi hiicre bilesenlerine dogrudan zarar
verebilir. Organizma, radikal kaynakli hasari onlemek icin siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) dahil olmak {izere birkac strese yanit enzimine sahiptir. Fenolik asitler, ROT ile
indiiklenmis hiicre hasarini, serbest radikal temizleme aktiviteleri ile SOD ve CAT enzim
aktivitelerinin diizenlenmesine yardimci olurlar[196; 97].

Yapilan ¢alismada IM+FA uygulamasi yapilan grup bireylerinde IM toksisitesini azaltma
oldugu yoniinde bulgular belirlenmistir. Karaciger ve beyin dokulariCAT ve SOD enzim
aktivitelerinde ve MDA ve PCO diizeylerindedeneyin 10. giiniinde toksisite azaltici etkileri
saptanmistir. Bunun yanisira sadece ferulik asit uygulanan grupta MDA diizeyi kontrol grubuna
gore azalmistir. Cok cesitli tahillarda, sebzelerde ve meyvelerde bulunan bir molekil olan
ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinamik asit, FA), bitkilerde en bol bulunan hidroksisinamik
asittir [63]. Yapilan calismalarda Ferulik asitin sahip oldugu fenolik hidroksil grubu ile lipit
peroksidasyonundan koruma ozelligine [95] ve serbest radikal temizleme yoluyla antioksidan
ozelliklere sahip oldugu ortaya konmustur [38; 97].

Fenolik Asitler, bitkilerde dogal olarak ortaya c¢ikan aromatik karboksilik
asitlerdir. Fenolik asit terimi, en az bir karboksilik asit fonksiyonelligine sahip bir fenol
halkasini tarif eder[98; 99]. Bununla birlikte, bunlar, hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit
yapilarin1 iceren ayri iki organik asit grubunu belirtir. Hidroksisinamik asit tilirevleri,
antioksidanlar olarak onemli yararlar saglayabilen bir fenolik asit
kategorisidir[100]. Meyvelerde, sebzelerde ve kepekli tahillarda, hidroksisinamik asitler esas
olarak baglanmis, konjuge ve esterlenmis formlarda bulunur [101]. Fenolik bilesikler, serbest
radikal temizleme, metal selasyonu ve protein baglanmasi dahil olmak tlizere bir¢cok farkh

mekanizma ile antioksidanlar olarak gorev yapabilir [102].
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Fenolik bilesiklerinin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme [103], metal
iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) vetekli oksijen olusumunu engelleme veya
azaltma gibi oOzelliklerinden ve genellikle fenol radikalinin direncli kararhlhigindan
kaynaklanmaktadir[103]. Bu bilesikler, lipitlerin ve diger biyomolekiillerin (protein,
karbohidrat, nukleik asitler) serbest radikallerce okside olmalarini engellemek icin aromatik
halkalarindaki hidroksil gruplarinda bulunan hidrojeni verebilmektedirler.Fenolik bilesikler
indirgen ajan, hidrojen verici, tekli oksijen yakalayici ve metal kelatér olmalari nedeniyle 6nemli
antioksidanlar arasinda sayilmaktadir [103; 104]. Bu calismada ferulik asit ilaveli yemlerin, CAT
ve SOD aktivitelerinde iyilestirici etkileri, MDA ve PCO diizeylerini diistirmesi, yukarida
belirtilen antioksidan 6zelliklerine baglanabilir.

Bununla birlikte, saglk acisindan bakildiginda, giiclii antioksidanlarin ayn1 zamanda
hiicresel bilesenlerin oksidatif hasarina yol acan proksidan davranis sergileyebilecegi bilincinde
olunmalidir[105]. Polifenollerin antioksidan/prooksidant 6zellikleri, bir hiicrenin fonksiyonel
sonucunu belirlemede 6nemli olabilir. Biyolojik tepki, bir hiicre igcinde mevcut olan oksidatif
duruma bagh olarak faydali veya zararh olabilir [106]. Baz1 calismalar, fenolik bilesiklerin
miktarina bagh olarak, antioksidan veya proksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir[107;
108]. Hidroksisinamik asitlerin, diisiik derisimlerde, ¢cok iyi antioksidan potansiyele sahip
oldugu ve daha yiiksek derisimlerde proksidan davranis gdstermeye baslayabilecegi
bilinmelidir[109]. Bu nedenle, ¢esitli diyet formiilasyon preparatlarinda olasi kullanimlari i¢in

optimum kosullar1 bulmak, balik saglig1 agisindan olduk¢a 6nemlidir.

5.2. Sonug

Pestisitler,amacina uygun olarak uygun dozlarda ve kosullarda kullanildiklarinda
oldukcayararhdirlar. Fakat yanlis ve asir1 dozlarda kullannmi hem insan sagligina
zararvermekte, hem de c¢evre Kkirliligini arttirarak diger canlilar1 da olumsuz
yondeetkilemektedir.

Bir organizmanin yabanci bilesiklere biyolojik yaniti,absorpsiyon ve dagilimini takiben
hiicresel ve biyokimyasal seviyelerde toksik kaynakli degisikliklerle baslar, bu da hiicrelerin,
dokularin, fizyolojinin ve davranisinin yapisinda ve fonksiyonunda degisikliklere neden
olur.Toksik maddeler tarafindan tetiklenebilen ROS iiretiminin artmasi,hiicre i¢i oksidatif strese
ve bunun hiicre hasarina neden olmaktadir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore,C. carpio’da imidacloprid (2,8 mg/L)
uygulamasinin, karaciger ve beyin dokularinda antioksidan enzim sistemlerinden CAT ve SOD
enzim aktiviteleri ile MDA ile PCO diizeylerinde artisa neden olmustur. Ferulik asit iaveli yem

ile beslenen gruplarda imidacloprid etkisiyle olusan toksisitenin azaldigl yoniinde sonuglar
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belirlenmistir. Bununla birlikte sadece FA uygulamasinin, doku MDA ile PCO miktarlarinda 10.
glinde azalma yoniinde etkisi oldugu belirlenmistir.

Oksidatif stres parametreleri, su kirliliginin ¢evresel bir gostergesi olarak daha sik
calisilan bir konudur. Toksik maddeler, enzim aktivitesini etkileyerek baliklarda fizyolojik
bozulmalara neden olmaktadir. Pestisitler, oksidatif stresi uyarir ve antioksidan enzimler bir
savunma mekanizmas:i olarak indiiklenir. Oksidanlarin tretimi ile bu oksidanlarin
antioksidanlar tarafindan temizlenmesi arasindaki denge, baliklarin ¢esitli organlarindaki lipid
peroksidasyon derecesini belirlemektedir.

Imidacloprid, neonikotinoidler olarak adlandirilan postsinaptik nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin bir agonistidir ve bu nedenle merkezi sinir sisteminin bozulmasina neden olur.
IM'nin kullaniminda ve satisinda gozlenen artis goz oniine alindiginda, sulardaki miktarinin
artmasinin olasiligini ve IM’nin kronik etkilerine maruz kalan baliklara zarar verebilecegi,
konunun 6nemini arttirmaktadir.Bu nedenle, insanlar, hayvanlar ve 6zellikle de suda yasayan
hayvanlar dahil, hedef dis1 organizmalarda IM maruziyetinin potansiyel olumsuz etkileri daha
fazla ilgi cekmektedir. Baliklarda IM toksisitesini degerlendirmek, hem insanlar,hem hayvanlar
gibi hedef olmayan organizmalar i¢in de 6nemlidir.

Oksidatif stresin bir¢ok hastalik durumunda 6nemli rol oynadiginin tespit edilmesiyle,
antioksidanlar iizerine calismalara ilgi artmistir. Dogal antioksidanlarin terapoétik kullanimi
konusunda bilimsel agidan biiyiik ilgi vardir. Dogal antioksidanlar arasinda polifenoller ¢ok
6nemli bir rol oynamaktadir. Fenolik bilesikler, suda ¢dzlinen antioksidanlarin en 6nemli
grubunu olusturmaktadir. Yiikksek oranda meyve ve sebzelerde bulunur ve saglik iizerine olumlu
etkiye sahiptirler. Fenolik bilesikler temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olarak bilinir.
Son yillarda bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini ortaya koyan gok
sayida calismalar yapilmistir. Yapilan ¢calismalar sonucunda elde edilen bulgular, bu bilesenlere
olan ilgiyi daha da artirmistir. Bir fenolik asit olan ferulik asit, bitkilerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, miktarina bagl olarak antioksidan aktiviteye sahiptirler.

Bununla birlikte, Polifenollerin antioksidan/prooksidant o6zellikleri, bir hiicrenin
fonksiyonel sonucunu belirlemede 6nemli olabilir. Diisiik derisimlerde, ¢ok iyi antioksidan
potansiyele sahip oldugu ve daha yiiksek derisimlerde proksidan davranis gostermeye
baslayabilecegi bilinmelidir. Bu nedenle, cesitli yem formiilasyon preparatlarinda olasi

kullanimlari i¢in optimum kogullar1 bulmak, balik saglig1 agisindan olduke¢a 6nemlidir.
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