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OZET
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Tekne, gemi gibi tasitlarin su ile temas eden yiizeylerinde kabuklu deniz
canlilari, makroalgler ve bakteriler gibi organizmalarin yerleserek kolonize olmalari
kekamoz (biofouling) olarak tanimlanmaktadir. Kekamoz olusumu nedeniyle su
tagitlarinin hidrodinamik 6zellikleri zarar gérmekte, yakit tiikketimi ve CO; salinimi
artmakta; kekamoz vasitasiyla yeni bolgelere tasman istilact organizmalar
biyogesitlilige zarar vermektedir. Kekamoz Onleyici (antifouling) boyalar gemilerin
karinasina uygulanarak istenmeyen organizmalar1 yok etmekte ve tutunmalarini
engellemektedir. Ancak boyalarin igeriginde bulunan biyosidal maddeler hedef dis1
canlilara zarar verip ekosistemi tehdit etmektedir. Bu tez calismasinin amaci
kekamoz 6nleyici boyalarda yardimci biyosidal madde olarak kullanilan 4,5-Dikloro-
2-oktilisothiazol-3(2H)-on (DCOIT), diklofluanid ve zineb bilesiklerinin hiicresel
diizeyde in vitro sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi, toksikodinamik
etkilesimlerinin ve proliferasyon {izerindeki inhibe edici etkilerinin belirlenmesidir.
Bu amagla bilesikler sazan epidermal hiicre hatti olan EPC (Epithelioma Papulosum
Cyprini) hiicrelerine, bireysel ve karma halde 107 ila 107 molar arasindaki
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Gergeklestirilen WST-8 sitotoksisite testine gore
DCOIT, diklofluanid ve zineb bilesiklerinin 24 saatlik inhibitér konsantrasyon 50
(ICs0) degerleri sirastyla 1.03 mg/L, 6.24 mg/L, 52.43 mg/L olarak tespit edilmistir.
Bilesiklerin aditif, sinerjist ya da antagonist etkilesimler yoniinden degerlendirilmesi
amactyla CompuSyn programi kullanilmistir. Bilesiklerin in vitro toksik potens
siralamast  DCOIT>diklofluanid>zineb ~ olarak  tespit  edilmis,  ayrica
DCOIT+diklofuanid kombinasyonunda gii¢lii sinerjizma saptanmistir. Proliferasyon
testi sonucunda DCOIT ve dichlofluanid bilesikleri kombinasyonunun kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda proliferasyonu azalttigi (%45 - %66) tespit edilmis ancak
aradaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Sonu¢ olarak sucul
ortamda DCOIT’in olas1 birikiminin akuatik canlilar agisindan biiyiik risk arz ettigi;
zineb’in ise incelenen diger bilesiklere nispeten daha az riskli oldugu diistiniilmiistiir.
Son yillarda gelistirilen ultrasonik cihazlar, nano-kaplamalar, foul-release ve sol-gel
kaplamalar gibi biyosidal madde igermeyen ¢esitli kekamoz oOnleyici sistemlerin ya
da hedef dis1 toksisite ve biyoakiimiilasyon potansiyelleri diisiik olan biyosidal
maddelerin kullanilmasinin, ekolojik sorunlar1 6nleyebilecegi kanaatine varilmastir.

Anahtar Sozciikler: Antifouling, DCOIT, diklofluanid, proliferasyon, sitotoksisite,
zineb
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ABSTRACT

EVALUATION OF CYTOTOXIC EFFECTS OF SOME BIOCIDAL
COMPOUNDS PRESENT IN ANTIFOULING PAINTS ON EPITHELIOMA
PAPULOSUM CYPRINI FISH CELL LINE
Orhan TOKUR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology
Master, December/2020
Supervisor: Prof. Dr. Abdurrahman AKSOY

Biofouling is characterized as the colonization and accumulation of bacteria,
macroalgae, barnacles, etc. on the water-contacting surfaces of vessels.
Hydrodynamic properties are negatively affected by biofouling, which results in
higher fuel consumption as well as higher CO; emissions. Furthermore, invasive
species are introduced to new regions through biofouling and damages biodiversity.
To prevent biofouling and avoid the growth of unwanted organisms, antifouling
paints are applied to the hull of vessels. Biocides in these paints, however, destroy
both fouling species and non-target marine species. Owing to their adverse effects on
non-target species, some antifouling biocides such as tributyltin, diuron and Irgarol
1051 have been banned globally and others are still being assessed. This thesis aims
to evaluate cytotoxic effects of some antifouling biocides (4,5-Dichloro-2-
octylisothiazol-3(2H)-one (DCOIT), dichlofluanid and zineb) to determine their
toxicodynamic interactions and their inhibitory effects on cell proliferation in vitro.
For this purpose, biocides were applied to EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini)
cells, a common carp epidermal cell line, at concentrations ranging from 10 to 10”7
moles both individually and in combination. As a result of the WST-8 tests, 24-hours
inhibitory concentration 50 (ICso) values of DCOIT, dichlofluanid and zineb were
determined as 1.03 mg/L, 6.24 mg/L, 52.43 mg/L, respectively. The order of in vitro
inhibitory potencies of biocides was found to be as DCOIT>dichlofluanid>zineb.
Additive, synergistic and antagonistic interactions of the biocides were calculated by
CompuSyn software. Strong synergism in the combination of DCOIT+dichlofluanid
was detected. As a result of the proliferation tests, it was found that the combination
of DCOIT and dichlofluanid decreased proliferation (45% - 66%) compared to the
control group, though, the difference was not found statistically significant. It has
been concluded that the possible accumulation of DCOIT in the aquatic environment
could pose a major threat to marine organisms. Zineb, however, was found to be
safer compared to other biocides tested. In conclusion, to minimize environmental
concerns, biocides with less non-target toxicity and lower bioaccumulation potential
or non-toxic antifouling systems such as ultrasound devices, nano-coatings, foul-
release and sol-gel coatings should be encouraged.

Keywords: Antifouling, cytotoxicity, DCOIT, dichlofluanid, proliferation, zineb
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1. GIRIS

1.1. Denizyolu Tasimacihig:

Okyanus ve denizler diinya ylizey alaninin yaklagik dortte {giini
kaplamaktadir. Bu nedenle denizyolu, uluslararasi ulasim ve tagimacilikta oldukca
onemli bir yere sahiptir. Miktar ve hacimce biiylik olan yiiklerin uzun mesafelere
diisitk maliyetle taginabilmesi sayesinde denizyolu tagimaciligi, uluslararasi ticaret
hacminin %90’dan fazlasina sahip olmustur (Aras ve Gerede, 2010; Karadeniz ve
Kilig, 2015; Sendur, 2015). Ulkemiz dis ticaret 2019 yil1 verileri, ithalat ve ihracatin
%60’dan fazlasinin denizyolu araciligiyla gergeklestirildigine isaret etmektedir (T.C.
Ticaret Bakanligi, 2020). Diinya ¢apinda 50.000’i agkin ticari gemi ve 4,6 milyonu
askin balik¢1 gemisi oldugu tahmin edilmektedir (FAO, 2018; ICS, 2019; Statista,
2019). Ticari gemiler; kuru yiik gemileri (hububat, ahsap vs), sivi yik gemileri
(petrol, kimyasal vs), konteyner gemileri (Sekil 1.1.) gibi c¢esitli gemilerden
olusmaktadir. Ayrica yolcu gemileri, arastirma gemileri, balik¢1 tekneleri, 6zel yat ve
tekneler, savas gemileri vb. ¢ok sayida ara¢ bu sayiya eklendiginde, okyanus ve
denizlerdeki tasit sayisinin biiylik rakamlara ulastig1 anlasilmaktadir (Celik, 2019;
Maritime Connector, 2019).

Sekil 1.1. Konteyner Gemisi (Maritime Connector, 2019)

Deniz ve okyanuslarda bir¢ok alanda faaliyet gosteren gemi ve tekne gibi
tasitlarin, bu fonksiyonlarini ekonomik ve hizli bir bigimde gerceklestirmeleri

sektoriin gelecegi acisindan oldukca 6nemli yer tutmaktadir.
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Denizyolu tasimaciliginda tasinan {iriiniin tiirli ve fiziksel 6zellikleri, sigorta ve
personel giderleri, tasinacak mesafe, ellegleme giderleri, kullanilmayan tasima
kapasitesi, vergi ve harglar gibi c¢esitli masraflar tasima maliyetini dogrudan
etkilemektedir. Yakit maliyeti ise denizyolu tagimaciligmin en Onemli giderleri
arasinda yer almaktadir (Saban ve Giiler¢in, 2009; UN, 2017b). Birim mesafe kat
etmek icin harcanan yakit miktar1 arttik¢a tasima maliyeti artmakta ve ekonomik
denge bozulmaktadir. Bu nedenle yakit tiikketimini artiracak unsurlarin asgari diizeye
indirilmesi ya da kontrol edilmesi kac¢inilmaz hale gelmektedir. Tez ¢aligmasinin ana
konusunu olusturan kekamoz siireci, ozellikle yakit tiiketimi ve buna bagli CO2

emisyonu problemlerini de ilgilendirmektedir.
1.2. Denizyolu Tasimaciliginin Cevresel Etkileri

Su, canlilarin yasamsal fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli en temel
bilesendir (Markovic and Nikolic, 2014). Diinyanin toplam yiizey alant 510.072
milyon kilometrekare iken bunun %70’den fazlasini (361.132 milyon kilometrekare)
sular olusturmaktadir. Su alani igerisinde ise okyanus ve denizler ortalama olarak
%96’lik bir paya sahiptir. Tathi su kaynaklar1 sadece %3’liikk paya sahipken bunun
icerisinde gdl ve nehirler sadece %1°lik bir alani teskil etmektedir (UN, 2017; USGS,
2010).

Su alanlar1 insanlar tarafindan tarimsal sulama, igme suyu, kiiltiir balik¢ilig1 ya
da avcilik gibi gida saglama faaliyetlerinin yani sira tagimacilik, enerji iiretimi gibi
amagclarla da kullanilmaktadir. Su alanlar icerisinde en biiylik paya sahip okyanuslar
500.000’den fazla sayida canli tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. Ayrica kiiresel
1sinma sorunun bag nedeni olan karbon emisyonunun %50’ye yakin kism1 okyanuslar
tarafindan absorbe edilmektedir (Reddy et al., 2008; UN, 2017). Deniz, okyanus ve
gollerde yasayan fitoplanktonlar, karbondioksit (CO2) ve giines 1s181im1 kullanarak
diinya oksijen ihtiyacinin yarisini karsilamaktadir (Lin et al., 2003).

Endiistriyel faaliyetler, kimyasal maddeler, ¢op ve plastik atiklar gibi insan
faaliyetleri nedeniyle olusan milyonlarca ton atik madde, siirekli olarak sulara
karismaktadir. Basta igme sular1 olmak lizere deniz, okyanus, gol gibi bir¢ok sucul
sistem fiziksel, mikrobiyolojik ya da kimyasal maddeler tarafindan siirekli olarak
kirletilmekte ve bu nedenle suda yasayan canlilar zarar gérmektedir (Markovic and
Nikolic, 2014; Reddy et al., 2008; Tucker et al., 2008). Okyanuslardaki kirliliginin

%80’den fazlasinin karasal alanda yapilan faaliyetlerden kdken aldigi tahmin
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edilmektedir (Sherrington, 2016).

Endiistriyel faaliyetlerin temel kaynaklarindan biri olan petrol ve petrol tiirevi
maddeler, en 6nemli akuatik kirleticiler arasinda yer almaktadir (Markovic and
Nikolic, 2014). Agik denizlerde su ana kadar yasanmis en biiyiik petrol sizintis1 2010
yilinda Meksika Korfezinde gerceklesmis; Deepwater Horizon adli petrol sondaj
platformunda meydana gelen kaza nedeniyle 795.000 ton petrol suya karigmis ve
149.000 kilometrekare alan petrol ile kaplanmigtir (Berenshtein et al., 2020;
MacDonald et al., 2015). Ulkemizde ise 1994 ve 1997 yillarinda Istanbul Bogazi ve
Tuzla Tersanesi’nde yasanan kazalarda 20.000 tondan fazla petrol denize karigmigtir
(Erik, 2015). Deniz ve okyanuslarda gorev yapan petrol tankerleri, her yil {i¢ bin
milyon tona yakin petrol tasimaktadir. Bu tasitlardan siirekli olarak kiigiik petrol
sizintilart meydana gelmekte ve mikroskobik alglerden deniz memelilerine kadar
bircok deniz canlisi bu durumdan etkilenmektedir (UN, 2017). Su kaynaklarinin
kirlenmesine neden olan diger etkenler arasinda agir metaller (Petra et al., 2020),
poliklorlu bifeniller (PCB) ve organik klorlu maddeler (OC) (Aksoy vd., 2012)
bulunmaktadir. Biyolojik degredasyon, oksidasyon ya da hidroliz gibi
mekanizmalarla yikimlanmaya karsi direngli olan bu maddeler ise dogada yillarca
bozunmadan kalabilir ve biyoakiimiilasyon yolu ile canlilarda birikebilirler. Basta
endokrin ve reprodiiktif sistem olmak {izere bir¢ok yasamsal faaliyete zarar veren bu
maddelerin sucul ekosistemde neden oldugu hasarlarin boyutu bir¢cok arastirma ile
ortaya konulmustur (Sobhanardakani et al., 2018; Sonne et al., 2020; Wang et al.,
2018). Yikimlanmaya karsi ¢ok direncli olan bir diger kirletici madde tiirli ise
plastiklerdir. Diinyada her y1l 380 milyon tondan fazla plastik tiretilmekte ve yine her
y1l 8 milyon tondan fazla plastik atifin okyanuslara karistigi tahmin edilmektedir
(Jambeck et al., 2015).

Yer alt1 sularina ya da yagmur sulari ile nehir, gol ve deniz sularina karisan
tarim ilaglar1 Ozellikle fotosentetik tiirler olan fitoplanktonlara zarar vermektedir
(Smedbol et al., 2018; Szocs et al., 2017). Ayrica kekamoz Onleyici (antifouling)
boyalar liman ve tersane gibi gemi bakim ve onarim faaliyetlerinin gerceklestirildigi
alanlarda yogun birikim gostererek ¢evrede yasayan sucul canlilara gesitli zararlar
vermektedir (Bighiu et al., 2017; Matthiessen, 2019; Heuvel-Greve et al., 2016).

Okyanus ve denizlerde kirlenmeye yol agan ana etkenler Tablo 1.1.’de belirtilmistir.
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Tablo 1.1.  Okyanus ve denizlerde kirlenmeye sebep olan ana etkenler (Laws, 2018; Nikinmaa,
2014)

Madde Kaynak

Petrol platformlarinda ya da petrol tagimacilig1 esnasinda yasanan
Petrol kazalar veya sizintilar
Petrol rafinelerinin atik su desarji

Madencilik, dokiimhane, evsel atiklar (bakir, ¢inko, demir,

Metal ve metalloidler kadmiyum, arsenik, kursun, civa)

Evsel atiklar, tarim ve su {irlinleri yetistiriciligi (nitrat, amonyum

Giibre nitrojen, fosfat)

Radyoaktif bilesikler Niikleer enerji santrali kazalar1, uranyum madenciligi

Farmasotik maddeler ve Basta antibiyotikler olmak iizere ilag ve yardimci maddeleri, sabun

temizlik maddeleri ve dezenfektan maddeler

Halojenli bilesikler PCB’ler, OK’lar, dioksinler, furanlar ve organik bromlu bilesikler

Pestisitler Insektisit, herbisit, fungisit, kekamoz &nleyici biyositler vb. maddeler
Her yil 8 milyon tondan fazla plastigin sulara gegtigi tahmin

Plastikler edilmektedir. Ozellikle mikroplastikler (= 5 mm boyutundaki plastik

pargalari) ve plastiklestirici maddeler (fitalatlar, bisfenol A vb.)
onemli zararlara neden olmaktadir.

Deniz ve okyanuslarda meydana gelen kazalar ve ana kirletici faktorlerin
disinda denizyolu ulasim ve tasimacilik faaliyetlerinden kaynaklanan ¢ok sayida
etken, sularin kirlenmesine neden olmaktadir. Personel atiklari, kirli sularin desarji
ve kanalizasyon atiklari, egzoz gazinin meydana getirdigi hava kirliligi gibi etkenlere
ek olarak kekamoz Onleyici boyalardan kaynaklanan biyosidal salinimi ve balast
tanklar1 araciligryla taginan istilact organizmalar biiyiik problem teskil etmektedir
(David et al., 2015; Hewitt, 2002). Gemilerde yiikiin esit dagilimmni saglamak i¢in
alinan tonlarca su ile beraber ¢cok sayida organizma balast tanklarina girebilmektedir.
Boylece binlerce mil seyahat eden gemi, yiikiinii bosalttiktan sonra, tanklarda
depolanan suyu ve beraberinde bulunan organizmalar1 yeni bolgelere bosaltmaktadir
(Briski et al., 2010; David et al., 2015). Bu organizmalardan miicadele giicli yiiksek
bazi tiirler istilact olarak davranip yeni yerlestikleri bolgelerdeki ekolojik gesitliligi
tehdit edebilmektedir (Vila et al., 2010). Bu organizmalara karsi, gemi karinalarina

uygulanan kekamoz Onleyici boyalardan ¢ok sayida toksik biyosidal madde
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salinmakta; boya igeriginde bulunan demir, bakir, ¢inko ve arsenik gibi agir metaller
suya karigmaktadir (Amara et al., 2018; Flach et al., 2017).

Su kaynaklarinin korunmasi, canlilarin yagsamini siirdiirebilmesi i¢in en énemli
ihtiyaclardan biri olmasinin yani sira tarimsal ve endiistriyel faaliyetlerin devamliligi
icin oldukea gereklidir (Gutierrez and Mutharasan, 2020; Mauter et al., 2018). FAO
(2011), temiz su kaynaklarina erisimin yetersizligi ile iilkelerin yoksulluk seviyesi
arasinda dogrudan iligski bulundugunu bildirmistir. Bu nedenlerle sularin ve suda

yasayan canlilarin korunmasi, siirdiirebilir bir gelecek agisindan olduk¢a énemlidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kekamoz (Biofouling)

Tekne, gemi gibi tasitlarin su ile temas eden yiizeylerinde kabuklu deniz
canlilari, makroalgler ve bakteriler gibi organizmalarin yerleserek kolonize olmalari
kekamoz (biofouling) olarak tanimlanmaktadir. Kekamoz olusumu nedeniyle su
tasitlarinin hidrodinamik 6zellikleri zarar gérmekte, gemi tabaninda su ile siirtlinme
derecesi fazlalasarak yakit tiiketiminde dogrudan artis meydana gelmektedir. Yakit
tiiketimindeki artig, birim yol kat etmek i¢in gereken maliyet artisina, dolayli olarak
ise CO2 salinimi artisina ve kiiresel 1sinma sorunun ilerlemesine neden olmaktadir
(Callow and Callow, 2002; Davidson et al., 2016; IMO, 2019). Ayrica, kekamoz ile
gemilere tutunan bazi organizmalar, geminin seyahat ettigi yeni bolgelerde ¢cogalarak
istilact tiir olarak davranabilmektedir.

Biofouling olusum asamalari o) x?‘mﬁ‘y:‘r‘l’:f:k

cogalirlar.

Bk il bate 9 Bazi hiicreler S
iizeyde kolonize i 5 ayrihr. ok e
e Bakteriler cogalir () organizmalar bakteriler

olur ) ve biyofilm % iizerineyerlegir . i S
% olugturur N o~
1 4 . = Al
22 |
==, =

S~ I

Sekil 2.1. Deniz ve okyanuslarda kekamoz (biofouling) olusum asamalari, Winner (2012)’den
Tiirkge’ye gevrilerek uyarlanmigtir

Kekamoz siireci cok asamali olarak sekillenmektedir (Sekil 2.1). ilk olarak
suda ¢oziinmiis organik materyaller, suya birakilan obje {izerine absorbe olur. Daha
sonra ¢esitli mikroorganizmalar (tek hiicreli algler, siyanobakteriler vb.) organik
materyal iizerinde kolonize olurlar. Mikroorganizmalar ¢ogalarak slime (glikokaliks)
olarak adlandirilan yapiskan bir tabaka olusturur ve birkag¢ saat igerisinde ylizeyde
biyofilm katmani meydana getirirler. Boylece bilylik organizmalarin tutunup

cogalabilecegi yiizey olusarak ilk asama tamamlanir. Mikro kekamoz (mikrofouling)
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olarak da anilan bu asama sonrast makro kekamoz (makrofouling) siireci baslar.
Makro kekamoz siireci cografi bolge, sucul biota ve sezon (yaz/kis) gibi degiskenlere
bagl olarak hizli ya da yavas, yogun ya da hafif kekamoz seklinde gerceklesir.
Kekamoza sebep olan canlilar sert ya da yumusak karakterde olabilir. Sert kekamoza
sebep olan organizmalar istridye ve midye gibi kabuklu canlilar iken yumusak
kekamoza sebep olanlar mercan, deniz siingeri, denizsakayig1 gibi canlilardir (Sekil

2.2.) (Callow and Callow, 2002).

Sekil 2.2. Yumusak ve sert kekamoza neden olan bazi organizmalar. a. Bivalvia spp. (midye) b.
Balanus spp. (kaya midyesi) c. Porifera spp. (deniz siingeri) d. Anthozoa spp.
(mercan) (Anonymus, 2016; Medium, 2017; NMS, 2018; NPS, 2018)

Kekamoz, gemi karinasimin yani sira kuyruk diimeni, pervane, pervane mil
kovani, balast tanklar1 gibi geminin ¢esitli bolgelerinde ve farkli ekipmanlarinda
meydana gelebilmektedir (Davidson et al., 2016). Ayrica iskele ayaklari, membran
biyoreaktor sistemleri gibi ¢esitli su aritma sistemleri, agik deniz petrol platformlari,

balik kafesleri, samandiralar gibi su ile iliskili birgok yapiy1 etkileyebilmektedir. Bu
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yapilarda olusan kekamoz nedeniyle 6zellikle metal ekipman koroze olarak paslanip
biliylik maddi hasarlar meydana gelmektedir. Gemilerin karinasinda olusan kekamoz,
siirtinmeyi artirarak yakit tiiketimini olumsuz yonde etkilemektedir. Gemi
karinasinda meydana gelen her 100 um’lik kalinligin, yakit tiiketiminde %6 artisa
neden oldugu hesaplanmistir (Konstantinou, 2006; Townsin and Dey, 1987;
Voulvoulis et al., 1999). Kekamoza kars1 korunma bulunmayan bir gemi karinasinda,
6 ay icerisinde metrekarede 150 kilograma yakin kekamoz meydana gelebilmektedir.
Biiyiik bir petrol tankerinin ortalama olarak 40.000 metrekare su alt1 alan1 vardir ve
burada olusabilecek kekamoz agirligimin 6.000 tona esdeger oldugu ortaya
cikmaktadir (Bray and Langston, 2006). Bu baglamda 6.000 tonluk ekstra yiikiin
getirecegi yakit maliyeti diisiiniildiigiinde, kekamoz sorununun sebep oldugu
ekonomik maliyet daha iyi anlasilabilmektedir. Yogun miktarda kekamoz olugmus

baz1 yapi, ekipman ve tekne fotograflar1 Sekil 2.3. ve Sekil 2.4.’de gosterilmistir.

Sekil 2.3. Bazi su tasitlarinda kekamoz olusumu a. Tekne tabaninda alg kaynakli yumusak
kekamoz (Anonymus, 2018a) b. Pervane ve diimen {izerinde kaya midyesi kaynakl1 sert
kekamoz (Arnst, 2017) c¢. Gemi karinasinda kekamoz (Anonymus, 2013)
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Sekil 2.4. Bazi yapilarda kekamoz olusumu a. Su alti ekipmanlarinda zamanla olusan kekamoz
(Schilling, 2015) b. Iskele ayaklarinda midye kaynakli sert kekamoz olusumu

2.1.1. Kekamoza Neden Olan Organizmalar

Okyanus, deniz ve diger sucul sistemlerde kekamoza neden olan 4000’den
fazla tiir tanimlanmistir. Bu canlilar 6zellikle besin yoniinden zengin kiy1 ve kiyiya
yakin boélgelerde yasarlar. Kekamoz olusumunda ilk basamak bakteriler (6rn;
Pseudomonas putrefaciens, Vibrio alginolyticus) ve diyatomlar (6rn; Achnantes
brevipes, Amphora coffeaeformis, Nifzschia pusilla) tarafindan sekillendirilmektedir.
Bu canlilar biyofilm meydana getirip makroskobik tiirlerin tutunmasi i¢in gerekli
zemini hazirlarlar. Biyofilm olusumuna bazi protoza tiirleri de katki yaparlar
(Rosenhahn and Sendra, 2012; Yebra et al.,, 2004). Kekamoza neden olan
makroskobik canlilar genel olarak eklem bacaklilar (4rtropoda), yumusakcalar
(Mollusca), deniz halkali solucanlar1 (Polychaeta), yosunumsu canlilar (Bryozoa),
tulumlular (7unicate) ve makroalglerdir. Bu canlilar yumusak ya da sert kekamoza
neden olmaktadir. Kekamoz olusumuna neden olan bazi organizmalar Tablo 2.1.’de
belirtilmistir.

Yumusak kekamoza neden olan tiirler arasinda algler ilk sirada gelmektedir.
Kekamoz olusmus alanlarin neredeyse tliimiinde alglere rastlanilmaktadir. Algler

icerisinde ise Enteromorpha sp. (yesil alg) ve Ectocarpus sp. (kahverengi alg) tiirleri
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one ¢ikmaktadir. Bu iki tlir de diinya capinda genis yayilim gdstermekte ve c¢ok
cesitli cevresel kosullara uyum saglayarak yasamini siirdiirmektedir (Chaudhari,
2017; Jacobson et al., 1993; Jacobson and Willingham, 2000).

Sert kekamoza neden olan tiirler arasinda ise Cirripedia sinifindaki tiirler (kaya
midyesi gibi) ya da Bivalvia smifindaki tiirler (istridye gibi) daha yaygindir. Bu
canlilar sert yapilart nedeniyle hidrodinamik dengeye biiyiik zarar verir ve

tutunduklar1 bolgeden giicliikle ayirilabilir (Rosenhahn and Sendra, 2012).

Tablo 2.1. Kekamoz olusturan bazi organizmalar (Ayers and Hutchins, 1952; Diirr and Thomason,
2009; Railkin, 2003)
Alem&Sube Alt Sube&Simif Tiir
Achromobacter aquamarinus, Bacillus subtilis, Bacterium
Bacieria albolactus, Bacterium mycoides, Chlamydothrix ochracea,
Flavobacterium amocontactus, Pseudomonas coenobios,
Sarcina alba
Amphisphaeria maritima, Halophiobolus longirostris,
Fungi Helicoma maritimum, Lentecospora submarina,
Peritrichospora integra, Phoma navium
Achnanthes sp, Amphora sp, Diatoma sp. Navicula sp.,
Bacillariophyceae Licmophora sp.(Achnanthes longipes, Amphora bigibba,
(diyatom) Diatoma hyalinum, Navicula arenaria, Licmophora
californica)
Mastigophora Amphimonas globosa
Protozoa Sarcodina Actinosphaerium sp.
Ciliata Cothurnia maritima
Balanus sp. “kaya midyesi”
Crustacea Balanus amaryllis, Balanus crenatus ,Balanus eburneus
Arthropoda
(eklem bacaklilar)
. Aegina phasma, Allorchestes angustus, Caprella aequilibra,
Amphipoda Jassa falcata ,Stenothoe gallensis
Pelecypods . . . L .
(midye ve Mtyilus ejdulzs, Mytllus gallopro.v?ncmlzs, M){tllus' obsulcurus,
istridyegiller) Pecten circularis, Ostrea parasitica, Trapezium japonicum
Amphineura Acanthochiton rubrolineata, Chaetopleura apiculata,
Mollusca (kitonlar) Ischnochiton comptae
(yumusakgalar)
Gastropods Ancula cristata, Dendrodoris nigra, Doto coronata, Galvina
(karindanbacaklilar)  exigua, Polycera quadrilineata
Polychaeta Amphitrite johnstoni, Arenicola marina, Capitellides giardi,

(deniz solucanlarr)

Eupomatus dianthus, Hydroides norvegica, Pomatoceros
triqueter
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Tablo 2.1. Kekamoz olusturan bazi organizmalar (devami)

Bryozoa

Coelenterata

Chordata

Parazoa

Echinodermata

Alga

Hydrozoa (polip)

Actiniaria
(denizsakay1g1)

Cnidaria (mercan)

Tunicate

Porifera
(stingerler)

Asteriodae

Myxophyceae
(mavi-yesil alg)

Chlorophyceae
(vesil alg)

Rhodophyceae
(kirmiz1 alg)

Phaeophyceae
(kahverengi alg)

Acanthodesia denticulata, Bugula avicularia, Bugula neritina,
Callopora craticula, Crisia eburnea, Membranipora
denticulata, Plumatella fungosa

Dynamena pumila, Gonothyraea loveni

Actinia mesembryanthemu, Aiptasia diaphana, Metridium
dianthus, Sagartia luciae,

Alcyonium digitatum, Caryophyllia arcuata, Cladocera
arbuscula

Styela montereyensis, Molgula, Ciona, Amaroucium,
Didemnum, Botrylloides

Grantia, Leucosoleni, Haliclona sp. H. tubifera

Asteracanthium rubens, Asterias littoralis, Asterias rubens,
Henricia sanguinolenta, Leptasterias mulleri

Bonnemaisonia asparagoides, Calothrix aeruginea, D
ermocarpa leibleiniae, Gomontia polyrhiza, Rydrocoelum
lyngbyaceum, Trichodesmium sp.

Acetabularia crenulata , Cladophora sp., Enteromorpha sp.,
Halicystis sp., Ulothrix sp., Ulva sp.

Acrochaetium sp., Bangia sp., Ceramium sp., Dasya sp.,
Dumontia sp., Gelidium sp., Halosaccion sp., Nitophyllum sp.,
Rhodochorton sp.

Ascophyllum nodosum, Chorda filum, Dictyopteris sp.,
Ectocarpus sp., Fvicus sp., Laminaria sp., Myrionema sp.,
Sargassum enerve, Sargassum polyceratium, U ndaria
pinnatafida

2.1.2. istilac1 (Alien) Organizmalar

Kitalar aras1 tagimacilik ve ticaret yapan gemiler, cesitli okyanuslardan ve

biyosistemlerden gecerek, seyahat ettikleri bolgelerde bulunan bazi canlilar

beraberlerinde tasiyabilmektedir. Yeni bolgelere tasinan canlilar burada bulunan

yerel sucul bitkilere ve sucul canlilara (endemik tiirlere) zarar vererek, dogal

ekosistemi tehdit edebilmektedir. Istilaci olarak nitelendirilen bu canlilarin miicadele

giicleri yiiksek oldugu icin zamanla bolgedeki biyocesitlilige zarar verebilir ve

dolayl

yoldan ekolojik ve ekonomik problemlere yol acgabilirler.

Istilac1

organizmalar gemilere balast sular1 yoluyla ya da gemi karinalarma kekamoz
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(biofouling) siirecinde yapisarak yeni bolgelere tasinmaktadir. Cesitli bakteri, alg ve

omurgasiz deniz canlilar1 (denizanasi vb.), deniz yosunlari, bazi balik ve yengeg

tirleri gibi ¢ok sayida farkli canli, istilact organizma olarak davranabilmektedir

(IMO, 2019; Jackson, 2008). Diinyada yaygin olarak rastlanilan istilaci tiirler Tablo

2.2.’de belirtilmistir.

Tablo 2.2. Diinya ¢apinda en sik goriilen istilaci organizmalar (IMO, 2020a).

istilac1 Organizma

Koken aldig1 bolge

Yayildig bolgeler

Asya kiirek yengeci
Charybdis japonica

Tulumlu
Colonial tunicate

Kuzey Pasifik Deniz Yildiz1
Asterias amurensis

Yesil Dudakli Midye
Perna viridis

Siyah ¢izgili midye
Mytilopsis sallei

Deniz halkal1 solucani
Sabella spallanzanii

Kaya midyesi
Amphibalanus improvisus

Wakame Deniz Yosunu
Undaria pinnatifida

Kiy1 yengeci
Carcinus maenas

Kuzey-bat1 Pasifik Denizi
ve dogu Asya kiyilari

Kuzey-bat1 Pasifik Denizi

Kuzey-bat1 Pasifik

Basra korfezi, Filipinler,
Dogu Asya kiyilart

Kuzey-bat1 ve Dogu
Atlantik
Karayipler

Kuzey-dogu Atlantik
Akdeniz

Kuzey-bat1 ve kuzey-dogu

Atlantik

Kuzey-bati Pasifik

Kuzey-dogu Atlantik
Baltik Denizi

Yeni Zelanda
Akdeniz (Italya) (Froglia, 2012)

Kuzey-bat1 ve Kuzey-dogu Atlantik, Kuzey-
dogu Pasifik, Yeni Zelanda
Giiney Kore (Pyo and Shin, 2011)

Kuzey-dogu Pasifik
Giliney Avustralya

Karayipler
Giiney Atlantik, Gliney Pasifik
Avustralya

Dogu Asya kiyilari
Kuzey-bat1 ve Giiney Pasifik

Giiney-bat1 Atlantik, Kuzey-bati Pasifik
Giliney Avustralya, Yeni Zelanda

Giiney-bat1 Atlantik, Kuzey-bati pasifik
Dogu Asya kiyilart

Karadeniz, Baltik Denizi, Hazar Denizi
Avustralya, Yeni Zelanda, Karayipler

Kuzey-dogu ve giiney-bat1 Atlantik
kuzey-bat1 Pasifik, Akdeniz, giiney-dogu
Avustralya, Yeni Zelanda

Kuzey-bat1 ve giiney-bat1 Atlantik, Kuzey-
dogu ve giiney Pasifik

Dogu Asya, Giiney-dogu Avustralya
Dogu ve bat1 Afrika, Akdeniz

Ulkemiz Karadeniz kiyilarina istilact tiir olarak yerlesen Mnemiopsis leidyi

(tarakli mediiz), Akdeniz dahil diinyanin ¢esitli yerlerine yayilan Undaria pinnatifida

(Wakame deniz yosunu) ve ayrica yine diinyada genis dagilim gosteren Mytilus
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galloprovincialis (Akdeniz midyesi), Eriocheir sinensis (Killi yenge¢), Dreissena
polymorpha (zebra midyesi) gibi tiirler, uluslararasi siniflandirmalara gore en zararl
100 istilact tiir listesinde yer almaktadir (Jackson, 2008; Lowe et al., 2000). Bazi

istilact tiirler Sekil 2.5.”te gdsterilmistir.

Sekil 2.5. Bazi istilact tiirler, a: Undaria pinnatifida (Wakame deniz yosunu) b: Mnemiopsis leidyi
(tarakli mediiz) c: Dreissena polymorpha (zebra midyesi) (Henderson, 2019; Shields,
2019; Zeavida, 2019)

2.2. Kekamoz (Fouling) fle Miicadele - Antifouling

Gemi ve teknelerde kekamoz ile miicadeleye dair ilk kayitlar milattan 6nceki
yillara dayanmaktadir. Fenikeliler, ahsap botlarin1 korumak i¢in gemi karinalarinda
kursun ve bakir levhalar (Sekil 2.6.) kullanmislar, Avrupa’da c¢esitli devletler
gemileri yaglarla ya da zift ve katranla kaplamis, Yunanlar ve Romalilar da benzer
yontemlerden yararlanmiglardir. 1800’lerde  gemilerin  demirden yapilmaya
baslanmasi ile birlikte bakir levhalarin demir iizerinde ciddi korozyona yol agtig1
tespit edilmistir. Bu donemde bakira alternatif bir madde olmamasindan dolay1
gemilerde kimi zaman demir {izerine tahta kaplama tercih edilmistir (Almeida et al.,

2007; Yebra et al., 2004).
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Sekil 2.6. Karinada bakir kaplama Ornekleri, a. Bakir kaplama temsili (USS-Constitution-
Museum, 2015), b. Eski bir gemide bakir kaplama rekonstriksiyonu (Anonymus, 2015)

19. ylizyilin ortalarinda bakir, arsenik ve civa gibi toksik maddeler iceren ve
“kekamoz Onleyici” boya olarak nitelenebilecek c¢ok sayida bilesik iiretilmistir.
Ancak, sellak, katran, bezir yagi ve g¢esitli regine tiirevleri gibi baglayicilarla
uygulanan bu ilkel boya cesitlerinin etkileri beklenilenin altinda kalmistir (Laidlaw,
1952).

Kekamoz onleyici boyalar, kekamozdan korunmak istenen yiizeye siiriilerek
salinimli bir tabaka olusturmaktadir. Boyada bulunan toksik maddeler suyun ¢oziicli
ya da agindirici etkisiyle zaman igerisinde baglayicidan ayrilmaktadir. Suya gegen bu
maddeler kekamoza neden olan organizmalarin yiizeye tutunmasini1 6nlemekte ya da
ilgili organizmalar1 6ldiirmektedir. Boylece karina ylizeyini korumaktadir. 2. Diinya
Savas1 sonrasi petrol iiriinii ve regine tiirevi baglayicilarin kullanilmaya baglanmasi
ile kekamoz 6nleyici boyalarin etki kapasiteleri ve koruma siireleri nispeten artmigtir
(Dafforn et al., 2011; Yebra et al., 2004). Ancak basta bakir olmak iizere kekamoz
Onleyici boyalara katilan toksik maddelerin bir¢ogunun koruyuculuk siiresinin kisa
olmasi, teknelerin sik sik kuruya alinarak temizlik ve tekrar kaplama isleminden
gecirilmesini  gerektirmistir (Arai et al., 2009). Tribiitiltin’in (TBT) kekamoz

olusumunu engelleyici etkisi 1960’li yillarda belirlenmis, gerek etki spektrumu
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gerekse koruyuculuk siiresi bakimindan diger bilesikleri geride birakarak gemicilik
alaninda en ¢ok tercih edilen biyosidal madde haline gelmistir (Konstantinou, 2006).
TBT, baslangicta konvansiyonel ya da serbest salinimli olarak adlandirilan formlarda
boyalara eklenerek kullanilmig ve etkisinin ortalama olarak 2 yil devam ettigi tespit
edilmistir. Daha sonra self-polishing copolymer (SPC) olarak adlandirilan 6zel bir
yap1 gelistirilmis ve koruyuculuk siiresi ortalama olarak 5 yila ¢ikarilmistir (Dafforn
et al., 2011; Lewis, 1998). Ancak uzun bir siire sonra TBT nin ¢evrede yol actigi
ekolojik problemler anlasilmis ve yasaklanana kadar diinya ¢apinda en sik kullanilan
kekamoz 6nleyici madde olmustur. TBT nin yan1 sira bakir, kursun, arsenik gibi agir
metaller ve hatta DDT’nin dahi ayni amagla kullanildig1 bilinmektedir (Lin et al.,
2009).

2.2.1. Kekamoz Onleyici (Antifouling) Boyalar

Kekamoza neden olan organizmalar gemi karinasina yapisip ¢ogalarak, zararl
etkilere yol agmaktadir. Kekamoz onleyici boyalar ise gemi karinasina uygulanmakta
(Sekil 2.7.) ve igeriginde bulunan biyosidal maddeler ¢dziinerek kekamoza neden

olan organizmalar1 6ldiirmektedir.

Sekil 2.7. Kekamoz 6nleyici boya uygulamasi, Anonymus (2018b)
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2.2.2. Kekamoz Onleyici Boyalarin Etki Sekilleri ve Simiflandiriimasi

Kekamoz Onleyici boyalarin optimum etkinlik gdsterebilmesi ile ilgili olarak
biyosidal maddenin baglayicidan salinim hizi olduk¢a 6nemlidir. Eger salinim hizl
gerceklesirse boyanin koruma siiresi kisalir, yavas gerceklesirse organizmalarin
karinaya yapismasina engel olamaz. Kekamoza neden olan organizmalar bir kez
yapistigi zaman genellikle hizli bicimde iireyip ¢ogalmakta ve olusan kekamoz
katmani ancak fiziksel yontemlerle (kazima, ovalama vb.) temizlenebilmektedir
(Seidel, 2012).

Coziinme oOzelliklerine gore kat1 ve ablatif olmak iizere iki temel boya tiirii
bulunmaktadir. Kat1 (konvansiyonel, hard) boyalar suda ¢dziinmeyen olduk¢a pordz
bir yapiya sahiptir. Polyvinyl chloride (PVC), rosin (sentetik recine) veya kauguk
gibi olduk¢a kati baglayicilar {lizerine eklenen bakir oksit (Cu20) ve yardimci
(booster) biyosidal maddelerden olusur (Arai et al., 2009). Su, pordz yapidan igeri
sizar ve biyosidal maddeler suya diffiize olurlar. Kat1 boyalarda boya ylizeyi taze
iken biyosidal madde salimimi yiiksek diizeyde gergeklesir ancak zaman gegtikce
salman biyosidal madde miktar1 azalir ve bu maddeler boya tabakasi altinda
hapsolarak ¢6ziinmez bi¢cimde kalabilir. Ayrica boya tabakasi ¢oziinmedigi igin
karina ylizeyinde sabit kalabilir. Bir sonraki boyama igleminin saglikli bigimde
yapilabilmesi i¢in bu tabakanin basingli su kullanilarak temizlenmesi gerekmektedir.
Ayrica tekne ya da geminin karaya ¢ekilmesi ve boya dis katmaninin hava ile temasi,
biyosidal maddelerin zamanla oksidasyonuna ve boyanin etkinligini yitirmesine yol
acmaktadir. Kat1 boyalarin kullanimi, asinma ve siirtiinmeye karst dayanikli olmasi
nedeniyle siirat teknelerinde tercih edilmektedir (FaBbender et al., 2019).

Diger boya tipi olan ablatif, yani kendiliginden asian boyalarin ¢esitli tiirleri
mevcuttur. Yumusak niteliktedirler ve kat1 boyalara kiyasla daha az biyosidal madde
icerirler ancak koruma gii¢leri daha fazladir. Kati1 boyalara benzer bigimde pordz
yapilar1 vardir. Fakat ablatif boyalarin {ist katmanmi su tarafindan yavas yavas
asindirilabilir yapidadir ve bu sayede altta bulunan taze biyosidal tabakasinin agiga
cikmasi saglanir. Ablatif boyalar genellikle kekamoz aktivitesinin yiiksek oldugu
bolgelerde tercih edilirler ve koruma siireleri, kullanilan boya katina paralel olarak
artmaktadir. Tekne veya gemiler hareket halinde iken kati ve ablatif boyalar
koruyucu 6zellik gosterirler ancak sabit durduklarinda (liman, marina gibi yerlerde),

suyun asindirict ve difflize edici aktivitesi sonlandigindan biyosidal salinimi durabilir
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ve kekamoz olusumu goriilebilir (Almeida et al., 2007; Seidel, 2012; Yebra et al.,

2004). Kat1 ve ablatif boyalarin salinim mekanizmalar1 Sekil 2.8.’de gosterilmistir.

Kat1 Ablatif

Sekil 2.8. Kati ve ablatif boyalarin biyosidal salinim mekanizmalar1 (Interlux, 2010)

Kat1 boyalarda baglayici tabaka suda dagilmazken ablatif boyalarda baglayici
tabaka su ile asinarak altta bulunan yeni biyosidal tabakasinin agiga ¢ikmasini saglar.
Ablatif boyalarin 6zel bir ¢esidi olan self-polishing (kendiliginden asinan, SPC)
boyalar ise hidrofobik yiizeyleri sayesinde suyun diflizyonuna izin vermezler. Boya
ylizeyinde gergeklesen kimyasal reaksiyon neticesinde biyosidal madde salinimi
olusur. Boylece gemi hareket ederken ya da dururken fark etmeksizin tam bir koruma
saglanabilir (Kwon et al., 2019). Kati, ablatif ve SPC tip boyalarin ortalama

koruyuculuk siireleri Sekil 2.9.’da gosterilmistir.

Saliverilen biyosidal
madde miktar:

—..—. Fouling olugumunu 6nlemek
i¢in gerekli minimum
biyosidal madde miktar:

SPC

Ablatif

> Zaman

Sekil 2.9. Kati, ablatif ve SPC tip boyalarin ortalama koruyuculuk siireleri (Interlux, 2010).

Kat1 boyalar taze iken yliksek salimim orani saglamakta ancak kisa siirede
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kekamozu oOnlemek icin gerekli minimum biyosidal konsantrasyonun altina
diismekte, ablatif boyalar ve 6zellikle SPC boyalar ise stabil bir salinim olusturarak

daha uzun siire koruma saglamaktadir
2.2.3. Kekamoz Onleyici Biyosidal Bilesikler ve Zararlari

Diinya c¢apinda bakir, bakir pirition, ¢inko pirition, trifenilboran piridin
(TPBP), tribiitiltin (TBT), diuron, 4,5-dikloro-2-oktil-izotiyazolon (DCOIT, Sea
Nine 211), Irgarol 1051, klorothalonil, diklofluanid, tolifluanid, bakir tiyosiyanat,
ziram, zineb, trikloforenil maleimide, tiram, tralopril, dikloro difenil trikloretan
(DDT), kapsaisin gibi ¢ok sayida kimyasal madde kekamozu Onlemek amaciyla
kullanilmis veya kullanilmaktadir (Thomas and Brooks, 2010). Bakir gibi genel etkili
maddeler kekamoz onleyici boyalarin temelini olustururken DCOIT, diklofluanid,
zineb, Irgarol 1051 gibi performansi ve koruyuculugu artirmak igin eklenenler,
yardime1 (booster) biyosidal maddeler olarak adlandirilmaktadir (Konstantinou and
Albanis, 2004; Thomas et al., 2002).

Giliniimiizde kullanilan kekamoz 6nleyici boyalarin bir¢gogu bakir oksit (Cu20)
ya da bakir tiyosiyanat (CuSCN) icermektedir. Bakir igeren yap1 deniz suyu ile temas
ettiginde serbest bakir (Cu'?) agiga c¢ikar. Serbest bakir, kekamoz yapan
organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini artirip oksidatif hasar
olusturarak etkisini gosterir (Dupraz et al., 2018; Gaetke et al., 2014). Bakir, eski
caglarda karina tlizerinde kaplama suretiyle kullanilmig ancak modern gemilerin
demir yiizeyinde korozyona yol agmasi nedeniyle zamanla kaplama seklindeki
kullanim terk edilmis ve giiniimiizde kekamoz Onleyici boyalara eklenerek
kullanilmaya baglanmistir. Kekamoz 6nleyici olarak kullanilan biyosidal maddelerin

etki sekilleri Tablo 2.3.’te gosterilmistir.
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Tablo 2.3. Kekamoz dnleyici biyosidal maddelerin sucul canlilara etkileri

Kekamoz
Onleyici Kekamoz Onleyici Etki Toksik Etkiler Kaynak
Madde
Bakterisit, fungisit ve algisit
olarak genis spektrumlu etki (alg,
deniz kurdu, kaya midyesi vb.)!
(Voulvoulis et al.,
Ozellikle biyofilm olusturan 2002)!
mikroorganizmalar {izerinde [ (McElroy et al.,
fotosentezi inhibe edici etkisi S‘ﬁ%‘?ga‘?larda N B Dompast | 07y
bulunmaktadir? lljn ! 1sy0n4u -osmoreguiasyonun (Katranitsas et al.,
ozulmast 2003)
)
. Bazi alg tiirleri (Enteromorpha - 5 (Blanchard and
Bakar-oksit spp, Ectocarpus spp, Achnanthes Oksidatif stres Grosell, 2005)*
spp) direngli, bu nedenle yardimci i 6 (Peri¢ and Buri¢,
biyosidallerle birlikte P UnSUEERE” 2019)°
1 .
kullanilmaktadir Larval toksisite? ](3(;11111;;2?;10 12y
Siilfidril (-SH) grubu igeren (Amara et al.,
enzimlerin inhibisyonu (6rn; 2018)7
ATPaz enzimi)?
(ECHA, 2014)!
Oksidatif stres? (Ermolayeva and
Algasit, bakterisit ve fungisit Sanders, 1995)?
Bakir- (Almond and
piritiyon Hiicre membran transport Solungag dejenerasyonu* Trombetta, 2016)°
fonksiyonu inhibisyonu? (Borg and
Asetilkolin esteraz enzimi Trombetta, 2010)*
inhibisyonu (metaboliti) 3 (Mochida et al.,
2009)°
(Guardiola et al.,
2012)!
(Long and Siegel,
1975)2
Fungisit' Immunsupresyon ve apoptoz* (O’Malley, 2010)°
(Cimaetal.,
Glikoliz inhibisyonu? Oksidatif stres>¢ 2008)*
(da Silveira
.. | -SH grubu igeren enzimlere Larval malformasyon® Guerreiro et al.,
Chlorothalonil | .y arak enzim etkinligini ! 2020)°
inhibe etme? Genotoksisite® (da Silva Barreto et
al., 2018)°
Embriyotoksisite’ (Gallo and Tosti,
2015)7
(Lopes et al.,
2020)3
(Amara et al.,
2018)°
Asetilkolin esteraz enzimi (Maraldo and
Bakterisit ve fungisit! inhibisyonu3(metaboliti Da_hlléf, 2004)!
aracilifiyla) (Cima and
: 2
C.hfk.o_ kaidatif fosf_or.ilas_yon ve Embriyotoksisite* ](Sh?[%iﬂilziazgtljl).,
piritiyon }1z0_2(_)mal al2<t1v1ten1n 2009)*
inhibisyonu Teratojen’ (Bellas et al.,
2005)*
Apoptoz® (Goka, 1999)°
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(Mann and Fraker,
2005)

Tablo 2.3. Kekamoz 6nleyici biyosidal maddelerin sucul canlilara etkileri (devami)

Yumusak ve sert kekamoza karst

Endokrin hormon seviyelerini
artirma/azaltma 2

Hiicresel sinyal iletimini bozma®
Kolinerjik nérotransmisyonu

engelleme (hareket kabiliyetinde
azalma)*

(Cimaetal.,

2008)!

(Chen et al., 2016)?
(Chen et al., 2014)?

)2

enis spektramlu efki! Hepatopankreatik (Suetal., 2018)*
gems sp toksisite/karacigerde trigliserit | (Su et al., 2019)°
DCOIT L .
tmmunsupresyon ve apoptoz! blrlklml{ sol.u_ng.agllsarda (Arnn;g etal.,
melatonin birikimi 2009)
(Wakita et al.,
Oksidatif stres® 2017y’
(Devilla et al.,
Intraselliiler Ca*? saliniminda 2005)®
artig/norotoksisite’
Tiyol igeren enzimlere
baglanarak inhibisyon®
(ECHA, 2016)
I : 3 (Amara et al.,
Fungisit Immunsupresyon 2018)!
Di . -SH grubu igeren enzimlere Embriyotoksisite, larval (Clma} and Varello,
iklofluanid bas : T .0 2020)
aglanarak enzim etkinligini toksisite 4
oo 5 (Bellas, 2006)
inhibe etme - 5 (Suzuki et al.,
Oksidatif stres 2004)°
(Voulvoulis et al.,
1999)!
(Backhaus et al.,
Embriyotoksik, genotoksik® 2004)2
.. . (Perschbacher and
DI Herbisit, algasit fotosentez Oksidatif stres® Ludwig, 2004)°
iuron inhibitdrii (fotosistem-II)"-*~>
(Amara et al.,
Immunsupresyon® 2018)*
(Akcha et al.,
2012)°
(Menin et al.,
2008)°
Herbisit, 6zellikle tath ve tuzlu (Voulvoulis et al.,
alglerine (makroalg ve mikroalg) | Immunsupresyon® 1999)!
Irgarol 1051 kars1 gok etkili? (Toth et al., 1996)?
Fotosentez inhibitdrii (fotosistem- (Cima and

Ballarin, 2012)°

DNA hasari, hiicre membran

hasari2 (Pynaert and
TCMS piridin | Fungisit' Oksidatif stres ve (Sffelﬁffgfﬁ%)l
imunsupresyon> 2008)? >
(Andrioli et al.,
Zineb Fungisit! Apoptoz? ?J(: altza)ri d Misra,
2007)>
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Tribiitiltin (TBT) adli organik kalay bilesiginin 1960’11 yillarda kekamoz
onleyici Ozelliklerinin ortaya konulmasi ve patentinin alinmasi ile birlikte bakirin
popiilaritesi azalmistir. 1974’te TBT’nin kendiliginden asman boya yapisinin
gelistirilmesi ile etki siiresi ve koruyuculugu olduk¢a artmis, diinya ¢apinda en sik
tercih edilen kekamoz Onleyici biyosidal madde haline gelmistir (Yebra et al., 2004).
Bakteri, mantar, yumusakca ve kabuklu canlilar1 kapsayan genis bir etki yelpazesine
sahip olan TBT (Sekizawa et al., 2013), ATP sentezinin inhibe edilmesi ve osmotik
dengenin bozulmasi, oksidatif strese yol agma ve alglerde fotosentez inhibitorii
etkileri ile kekamoz Onleyici 6zellik gostermektedir (Chen and Qian, 2017; Qian et
al., 2013). TBT su fazinda iken daha az toksik metabolitleri olan dibiitiltin ve
monobiitiltin’e parcalanabilir. TBT, su ¢dziiniirliigiiniin ¢ok zayif olmasi nedeniyle
sudaki parcaciklara tutunmaya ve sedimentte birikmeye egilimlidir. Deniz suyu gibi
tuzlu sularda, su molekiilleri ve iyonlar arasinda giiclii iyonik baglar kurulmaktadir.
Boylece TBT gibi lipofilik bilesiklerin ¢dziiniirliigii azalmaktadir. Ilgili durum
neticesinde biyomagnifikasyon riski bilylimektedir (Antizar-Ladislao, 2008). TBT
sedimente gectiginde ise, ozellikle anerobik sartlar altinda yikimlanma hiz1 olduk¢a
yavaglayarak yillarca parcalanmadan kalabilmektedir (Sousa et al., 2014). TBT nin
yikimlanmasi su sicakligi ve pH degeri, tuzluluk orani, sezon, mikrobiyota vb. bir¢ok
degiskene baglidir. Deniz suyunda 5 - 128 giin, sedimentte ise 4 aydan 19 yila kadar
yarilanma Omriine sahip olabildigi belirtilmistir (Alzieu, 1998; Berto et al., 2007).
TBT nin zararl etkileri ilk kez Fransa’nin Atlantik sahilinde yer alan istridye iiretim
isletmelerinde ortaya cikmistir. Bu isletmelerde bulunan istridyelerde biiyiime
geriligi ve lireme problemleri gdézlenmis; ilgili isletmeler 1970’lerin sonunda ve
1980°lerin ilk yillarinda biiyiik maddi zarara ugranustir (Sousa et al., 2014). Istridye
ciftliklerindeki {tretimde gozlenen biiyiik diislisler sonrasi istridyelerin larval
gelisiminde anomaliler ve kabuk deformasyonlar1 da tespit edilmis ve sonrasinda
yapilan incelemelerde bu durum bdlgedeki TBT seviyesi ile iligkilendirilmistir
(Alzieu et al., 1986). TBT kontaminasyonu ile ilgili olarak kisa bir siire sonra disi
gastropodlarda erkek cinsiyet organlarinin gelisimi, “imposeks” denilen bozukluk
tammlanmistir (Gibbs and Bryan, 1986). Ilgili bozukluk neticesinde disilerde
oncelikle rudimenter penis ve vas deferens gelismekte, daha sonra oviduktun
ttkanmas1 ile yumurtlama engellenmekte ve Oliim sekillenmektedir. 2 ng/L
konsantrasyonda TBT maruziyetinin dahi kabuk deformasyonlarina ve imposeks’e

yol acabildigi cesitli aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Chagot et al., 1990;
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Oberdorster and McClellan-Green, 2002). Diinya ¢apinda yogun bi¢imde kullanilan
TBT, bircok bolgede birikerek hedef disi sucul organizmalar iizerinde ¢ok sayida
istenmeyen etkiye yol agmustir (Sousa et al., 2014). Ozellikle i¢ sularda ve
marinalarda uzun zaman gegiren gezi tekneleri ve yatlarin, TBT kontaminasyonuna
en biiylik katkiyr yaptig1 disiiniilmiis ve ilk etapta bazi iilkeler tarafindan 25
metreden kisa teknelerde TBT kullanimi yasaklanmistir (Alzieu et al., 1986). TBT
yasak ve kisitlamalarim1 1987°de Ingiltere, 1988’de Amerika Birlesik Devletleri
(ABD), 1989°’da Kanada, Avustralya ve Avrupa Birligi takip etmistir (Champ, 2000).
Uluslararasi Denizcilik Orgiitii (IMO) tarafindan 2003 yilinda hazirlanan ve 2008
yilinda yiiriirliige giren “Gemilerdeki Zararli Organik Tutunma Onleyici Sistemlerin
Kontrolii (AFS)” sozlesmesi ile 1 Ocak 2008 itibariyle sézlesmeye imza atan
iilkelere ait tiim gemi ve teknelerde TBT kullanimi yasaklanmigtir. Mayis 2020 tarihi
itibariyle diinya ticari filosunun toplam 9%99,04’line sahip olan 165 {ilkenin
sozlesmeye katildig1 bildirilmistir (IMO, 2020b). Ulkemizde ise ilgili sézlesme 2018
yilinda onaylanarak yirirliige girmistir (Antizar-Ladislao, 2008; Resmi-Gazete,
2018). Sozlesmeye katilan bazi iilkelerde organik kalayli bilesiklerin yasadigi
yollarla halen kullanildigi ve bu durumun daha ¢ok amator balik¢t ve gezi
teknelerinde suistimal edildigi belirtilmektedir (Castro et al., 2018).

Gemicilik endiistrisinin kekamoz Onleyici sistemlerden beklentisi kekamoza
neden olan organizmalarin larvalarmin uzaklagtirilmasi, bakteriyel ve mikroalgal
biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve Ozellikle sert kekamoza (hard fouling) neden
olan kabuklu canlilarin karinaya tutunmasinin engellenmesidir (Cima et al., 2001).
Bu nedenlerle TBT yasagini takiben kekamoza yonelik bakir kullanimi yeniden artis
gostermistir. Ancak Enteromorpha gibi sikca kekamoza yol agan bazi
organizmalarda bakira kars1 direng saptanmasi ve bakirin kekamoz 6nleyici etkisinin
yetersiz kalmasi nedeniyle yardimer (booster) olarak adlandirilan gesitli biyosidal
maddeler, bakirla birlikte kekamoz Onleyici boyalara eklenerek kullanilmaya
baslanmigtir (Chambers et al., 2006; Konstantinou, 2006). Bu kombinasyonlarda
bakir genellikle bakir oksit (Cu20) formunda bulunmakta ve toksisitenin artirilmasi
ya da boyadan ayrilma siirecinin kolaylastirilmas1 amaciyla formiilasyona ¢inko da
eklenebilmektedir (Guardiola et al., 2012). Ornek olarak iilkemizde kullanilan bir

boya ve igerigi Sekil 2.10.’da gdsterilmistir.
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Sekil 2.10. Ulkemizde piyasada bulunan bakir oksit, zineb ve diuron iceren kekamoz 6nleyici boya

Gilinlimiizde kekamoz Onleyici boyalarin igerisinde kullanilabilen, ortalama
olarak 18 farkli yardimci biyosidal madde bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi hedef
dis1 canlilara olan etkileri nedeniyle bir¢ok iilke tarafindan yasaklanmistir. Yardimci
biyosidal maddelerin bircogu daha once herbisit, fungisit ya da bakterisit olarak
kullanilmis veya kullanimi devam eden maddelerdir (Chen and Qian, 2017).
Klorothalonil, diklofluanid, Irgarol 1051, TCMS piridin, tiyosiyanatmetiltiyo-
benzotiyazol (TCMTB), diuron, 4,5-dikloro-2-oktil-2H-isotiyazol-3-on (DCOIT, Sea
Nine 211), ¢inko piritiyon, bakir piritiyon ve zineb sik¢a kullanilan yardimci
biyosidal maddelerdendir (Dafforn et al., 2011).

Irgarol 1051 s-triazin herbisit grubunda yer alan ve fotosentez inhibitdrii olarak
etki gosteren bir maddedir. Kekamoza neden olan tatli ve tuzlu su algleri lizerinde
etkili olmasmin yani sira mercan ve deniz ¢ayir1 gibi hedef disi canlilart da
etkilemektedir. Yarilanma Omrii ortalama olarak 273 giin olarak belirtilen Irgarol
1051’in pargalanma iiriinleri olan M1, M2 ve M3 de oldukca toksiktir (Hall Jr et al.,
1999; Zhang et al., 2019). Diuron benzer sekilde fotosentez inhibitorii olarak etkiyen
bir maddedir. Yar1 dmrii fotodegredasyon ile 9-38 giin siirerken, biyodegredasyon ile
602 ila 814 giine kadar uzayabilmektedir (Balakrishnan et al., 2012; Hall Jr et al.,
1999). Irgarol 1051, s-triazin grubunun en lipofilik liyesidir. Dolayisiyla sedimentte

yogun birikme egilimi gosterir. Diuron ise daha ¢ok suda ¢6ziinmiis halde bulunur ve
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sedimentte birikme egilimi zayiftir. Irgarol 1051 ve diuron’un pargalanma yari
Oomiirleri uzun ve kaliciliklar1 yiiksektir. Bu bilesikler deniz suyu degisiminin zayif
oldugu bolgelerde artan miktarlarda birikerek, bolgede yasayan hedef dis1 canlilara
zarar verebilmektedirler (Kappock et al., 2005; Konstantinou and Albanis, 2004). Bu
nedenlerle diuron ve Irgarol 1051 Avrupa’da bir¢ok iilkede yasaklanmistir (Dupraz
et al., 2018). Piritiyon bilesikleri (bakir piritiyon ve ¢inko piritiyon) genis bir
antimikrobiyel etkinlige sahiptir. Bakterisit, fungisit ve algasit olarak etki gosterirler.
Piritiyon’un metallerle yaptig1 tiim tuzlar benzer sekilde etki gostermektedir
(Kappock et al., 2005). Diklofluanid, ¢inko piritiyon, ziram ve zineb gibi bilesikler
esasen fungisit 6zelliktedir ve ¢ok cesitli organizmalara kars1 etki gosterebilmektedir
(Voulvoulis et al., 1999). Klorothalonil, mitokondriyel kalsiyum dengesini bozmakta,
immunsupresyonu ve oksidatif stresi ciddi derecede artirarak apoptoza sebebiyet
vermektedir (Qian et al., 2013). TBT yasagmni takiben kullanilmaya baslanan bazi
yardimci1 biyosidal maddelerin hedef dis1 canlilara olan zarar1 ve ¢evredeki yiliksek
kaliciliklar tespit edilmis, diuron ve Irgarol 1051 basta olmak {izere bir¢ok maddenin
kullanim1 kontrol altina alinmistir. Ornegin, Ingiltere’de birgok yardimci biyosidal
madde incelenmis, diklofluanid, DCOIT, ¢inko piritiyon ve zineb haricindeki
maddelerin kullanimi kisitlanmis ya da yasaklanmistir (Dafforn et al., 2011; Thomas,
2009).

Kekamoz oOnleyici biyosidal maddeler, tekne ve gemilerin toplu olarak
bulundugu liman ve marina gibi alanlarda ya da sikca tercih edilen giizergahlarda
birikerek yiiksek konsantrasyonlara ulasabilirler (Abreu et al., 2020; Koning et al.,
2020; Muller-Karanossos et al., 2020; Thomas et al., 2000). Belirtilen ortamlarda
karisim halinde bulunan bu maddeler, birbirleri ile toksikodinamik etkilesimlere
girerek cevredeki canlilara tehlike sacabilmektedir (Fernandez-Alba et al., 2002;
Kousaftis and Aoyama, 2007; Soroldoni et al., 2017; Wang et al., 2011). Gemicilik
alaninda daha etkili ve daha ekonomik kekamoz Onleyici sistemlere olan ihtiyag
oldukca fazladir. Ancak ekolojik dengenin korunmasi i¢in kekamoz Onleyici
bilesiklerin kullanima sunulmadan Once toksisite testlerinin tamamlanmasi, hedef
dis1 canlilardaki etkilerinin belirlenmesi gereklidir (Chen et al., 2010; Karlsson et al.,
2004). Bu anlamda biiylikk 6nem tasiyan toksisite testleri, temel olarak in vitro
toksisite testleri ile baslamaktadir. In vitro toksisite testleri ile kimyasal maddelerin
hiicresel diizeydeki toksik etki mekanizmalar1 aydinlatilmaktadir. Cok sayida

kimyasal madde bu testler aracilifiyla es zamanli olarak degerlendirilip birbirleri ile
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olan etkilesimleri incelenebilmektedir (Meri¢ vd., 2008; Park et al., 2019; Tokur ve
Aksoy, 2017).

Bu tez calismasinin amaci, kekamoz Onleyici boyalarda yardimci biyosidal
madde olarak kullanilan ti¢ farkl bilesigin (DCOIT, diklofluanid ve zineb) hiicresel
diizeyde sitotoksik etkilerinin incelenmesi; hiicre proliferasyonu iizerindeki inhibe
edici etkilerinin karsilagtirllmasi; bilesiklerin  karma halde bulunduklarinda
olusabilecek toksikodinamik etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmasidir. Boylece, elde
edilecek veriler 1s1ginda, bilimsel literatiirde bilesiklere ait mevcut toksikolojik
bilgilerin artirilmas1 amaglanmistir.

2.3. Aragtirmada Incelenen Biyosidal Maddeler ve Kimyasal Ozellikleri

2.3.1. DCOIT

DCOIT (ticari adiyla Sea-Nine 211™), hiicre i¢inde tiyol gruplari ile bag yapip
tiyol igeren enzimleri inhibe eden ve protein sentezini inhibe eden bir bilesiktir
(CPA, 2010; Lebret et al., 2009). Deniz suyunda kisa siirede biyotik olarak
yikimlanabilmekte ve yarilanma Omriiniin 24 saatten az oldugu belirtilmektedir. Bu
ozelligi ile EPA tarafindan Yesil Kimya 6diilii verilmesine ragmen (EPA, 1996)
Ingiltere, Fransa, Isve¢, Hollanda’da 25 metreden kisa teknelerde kullanin
yasaklanmistir (Price and Readman, 2013). DCOIT bilesiginin kimyasal 6zellikleri
Tablo 2.4.’te belirtilmistir.
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Tablo 2.4. DCOIT bilesigi kimyasal 6zellikleri

Kaynak

Ad1

Kimyasal adi

Kimyasal Formulii

Cas Numarasi

Molekiil agirhg:

Erime Noktasi

Kaynama Noktasi

DCOIT
4,5-dichloro-2-octyl-1,2-thiazol-3-one
C11H17CbNOS
(O'Neil, 2013)

64359-81-5

(PubChem, 2020b)
282.23 g/mol
40-46 °C

300 °C’de dekompozison gerceklesiyor”

Kimyasal Yapisi
(2 boyutlu)

* Bilesigin kaynama noktast 300 °C iizerindedir ancak belirtilen sicaklikta dekompoze olmast nedeniyle kaynama
noktasi tam olarak hesaplanamamustir.

2.3.2. Diklofluanid
Diklofluanid fungisit 6zellikte bir stilfamid bilesigidir (PubChem, 2019). Tiyol

iceren enzimleri inhibe edip mitokondrilerden Ca*? saliverilmesine yol agmaktadir.

Ayrica alglerde bulunan ve diisiik CO2 konsantrasyonlarinda dahi etkin fotosentez

yapilmasini saglayan karbondioksit konsantrasyon mekanizmasint bozmaktadir.

Boylece dolayli yoldan fotosentezi engelledigi one siiriilmektedir (Johansson et al.,

2012). Diklofluanid bilesiginin kimyasal 6zellikleri Tablo 2.5.’te belirtilmistir.
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Tablo 2.5. Diklofluanid bilesigi kimyasal 6zellikleri

Kaynak
Bilesik Ad1 Diklofluanid
N-[dichloro(fluoro)methyl]sulfanyl-N-
Kimyasal adi
(dimethylsulfamoyl)aniline
Kimyasal Formulii CoH11CLFN202S2
Cas Numarasi 1085-98-9 (PubChem, 2020a)
Molekiil agirhg 333.2 g/mol
Erime Noktas1 106 °C
Kaynama Noktasi Dekompozisyon*
~ |
O
\ N_
Kimyasal Yapisi < "“ ' N

(2 boyutlu) F \

* Bilesik yiiksek sicakliklarda dekompoze oldugu igin belirlenememistir.

2.3.3. Zineb

Zineb, tarimsal fungisit olarak kullanilan bir bilesiktir. ABD ve AB tarafindan
tarimsal amacghi kullanimi kisitlanarak gilinlimiizde kekamoz Onleyici boyalarda
yardimc1 biyosidal madde olarak kullanimina izin verilmistir (ECHA, 2019;
PubChem, 2020c). Kekamoza neden olan organizmalarda, tiyol gruplarma (tiyol
iceren enzim ve proteinlere) baglanarak genel bir etki gosterdigi belirtilmektedir
(ECHA, 2013; Soloneski et al., 2015). Hunter and Evans (1990), Amphora
coffeaeformis tiirii alglerde, toksik konsantrasyonda uygulanan zineb’in 2 saate kadar
respirasyon ve fotosentez aktivitesini, 5 saate kadar ise alglerin biiyiimesini
etkilemedigini tespit etmistir. Hunter and Evans (1990) ise belirtilen siirenin, zineb
bilesiginin pargalanma iriinleri olan 5,6-dihydro-3H-imidazo (2,1-c)-1,2,4-
dithiazole-3-thione (DIDT) ve ethylene diisothiocyanate (EDI) olusumu i¢in gerekli

zaman olarak belirtmis ve toksik etkilerin bu metabolitler araciliiyla gerceklestigine
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isaret etmistir. Zineb bilesigi deniz suyunda Oncelikle hidroliz ile yikimlanmaktadir.
Yarilanma 6mrii pH 7°de ortalama 96 saat, pH 8’de ise ortalama 17 giin olarak tespit
edilmistir (Hellio and Yebra, 2009; PubChem, 2020c). Zineb bilesiginin kimyasal
ozellikleri Tablo 2.6.’da belirtilmistir.

Tablo 2.6. Zineb bilesigi kimyasal 6zellikleri

Kaynak

Bilesik Ad1 Zineb

Kimyasal adi Zinc ethylenebisthiocarbamate

Kimyasal Formulii C4HesN2S4Zn

Cas Numarasi 9006-42-2 (PubChem, 2020¢)
Molekiil agirhg: 275.8 (IARC, 2020)
Erime Noktas1 157 °C (dekompozisyon)
Kaynama Noktasi Dekompozisyon*
IARC Grubu 3
i

Kimyasal Yapisi i N . o _ H

(2 boyutlu) ' H ' ~ N7

* Bilesik yiiksek sicakliklarda dekompoze oldugu igin belirlenememistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Standart Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan standart maddeler

Ad1

Ozelligi

Zineb, “Zinc ammoniate ethylenebisdithiocarbamate-
polyethylenethiuram disulfide”

DCOIT “4,5-dichloro-2-octyl-1,2-thiazol-3-one”

Dichlofluanid “N-Dichlorofluoromethylthio-N',N'-
dimethyl-N-phenylsulfamide”

Sigma-Aldrich, 45707,
Cas No: 12122-67-7, %98,2 saflikta
Almanya

Sigma-Aldrich, CDS003259,
Cas No: 64359-81-5, %99,8 saflikta
Almanya

Sigma-Aldrich, 45433,
Cas No: 1085-98-9, %99,8 saflikta,
Almanya
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3.2. Kullamilan Cihaz, Malzeme ve Kimyasal Maddeler

3.2.1. Kullamilan Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Uretici Bilgisi ve Model Numarasi
Biyogiivenlik Kabini Niive, MN 120, Tiirkiye
Buzdolab1 Bosch, KGN57V / 20N, Almanya

Canh Hiicre Analiz ve Goriintiileme Sistemi
Calkalayica

Coklu Calkalayici

Derin Dondurucu - 80 °C
Derin Dondurucu -18° C
Hassas Terazi

Invert Mikroskop
Inkiibatér

Mikropipet

Mikroskop

Otoklav

Sarjh Pipet Pompasi
Santrifiij

Sogutmali Santrifiij
Mikroplaka Okuyucu

Su Banyosu

Ultra Saf Su Cihaz1

Ultrasonik Banyo

Nano Entek, Juli-BR, Giiney Kore
Velp Scientifica, Zx3 Vortex, Italya
Jeio Tech, VM - 96B, Giiney Kore
Niive, DF 490, Tiirkiye

Profilo, DF 3200, Tiirkiye

Shimadzu, AUW 220 D, Japonya
Zeiss, Axio, Almanya

Niive, EN 500, Tiirkiye

Isolab, Almanya

Zeiss, Primo Star, Almanya

Niive, OT 40L, Tiirkiye

Isolab, Almanya

Niive, NF 415, Tiirkiye

Niive, NF 800 R, Tiirkiye

Rayto, RT-6000, Cin

Niive, NB 20, Tiirkiye

Millipore, SIMPLICITY 185, Almanya
Daihan, Wise Clean/WUC-AO03H, Giiney Kore
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3.2.2. Kullanilan Sarf ve Cam Malzemeler

Tablo 3.3. Kullanilan sarf ve cam malzemeler

Sarf Malzeme Ad1 Uretici Bilgisi
Beher (50 mL) Isolab, Almanya
Cam tiip (10, 20 mL) Isolab, Almanya

Flask (75 cm? hiicre biiyiitme alany, steril)
Kriyoviyal (1,5 mL, steril)

Meziir

Mikroplala (96 kuyucuklu, steril)
Parafilm (100 mm genislik)

Pipet Uc¢lar (10, 100, 1000 pL, steril)
Pipetleme Rezervuari (30 mL, steril)
Plaka (6 kuyucuklu, steril)

Santrifiij Tipii (1,5 mL)

Santrifiij Tiipii (15 mL, steril)

Santrifiij Tiipii (50 mL, steril)

Serolojik Pipet (2, 5, 10, 25 mL hacimli, steril)
Spatiil (makro ve mikro kasikl)

Siringa (10 mL)

Thoma Lam

Corning, ABD
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Corning, ABD
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Corning, ABD
Axygen, Meksika
Labsolute, Almanya

Labsolute, Almanya

_Clearline, Biosigma,
Italya

Isolab, Almanya
Ayset, Tiirkiye
Isolab, Almanya
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3.2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Ad1

Uretici Bilgisi ve Uriin Numarasi

Amfoterisin B

Dimetil-Siilfoksit

Fotal Dana Serumu

Hepes Buffer

Hiicre Sayim Kiti (Sitotoksisite Kiti, WST-8)

Leibovitz’s L-15 Hiicre Vasati

L-glutamin

MEM-Eagle Esansiyel Olmayan Amino Asitler

Penisilin-Streptomisin

Sodyum Piriivat

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Gibco, ABD
5290026

Merck, Almanya
1.16743.1000, saflik >%99

Gibco, ABD
10270-106

Biological Industries, ABD
03-025-1B

Sigma, Almanya
Cell Counting Kit-8, 96992

Gibco, ABD
11415-049

Gibco, ABD
25030-024

Biological Industries, ABD
01-340-1B

Gibco, ABD
15140-122

Biological Industries, ABD
03-042-1B

Biological Industries, ABD
03-102-1B

Gibco, ABD
25200-056

3.3. Kullanilan Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Metodu

Epithelioma Papulosum Cyprini (EPC) hiicre hatti, sazan ¢icegi hastaliginin
etiyolojisini arastiran Fijan ve Sulimanovic adli arastirmacilar tarafindan
Yugoslavya’da 1969 yilinda olusturulmustur. Cyprinus carpio (sazan) tiirii bir
baligin, herpes viriis nedeniyle derisinde olusan hiperplastik bir lezyondan kdken
alan EPC, epitelyal morfolojide (Sekil 3.1.), adherent 6zellikte bir devamli hiicre
hattidir (Fijan et al., 1983).
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Sekil 3.1. EPC hiicreleri mikroskobik goriintiileri

1970 ve 1980’11 yillarda Avrupa ve ABD’ye transfer edilen EPC hiicre hattinin
sekans analizinde, hiicrelerin Pimephales promelas (yasst kafali golyan baligi,
fathead minnow) kokenli FHM hiicre hatt1 ile kontamine oldugu anlasilmigtir
(Winton et al., 2010). Bu nedenle hiicre hatt1 koleksiyonlarinda Pimephales promelas
orjinli oldugu belirtilmektedir. EPC hiicreleri, poikilotermik hiicreler olmasi
dolayisiyla genis bir sicaklik araliginda (7.5-33 °C) yasamin siirdiirebilmektedir. 30
°C’de ortalama olarak iki giinde bir boliinme gergeklestirmektedir (Fijan et al.,
1983). Virolojik ¢aligmalar basta olmak iizere, gen ekspresyon ¢alismalari ve in vitro
toksisite ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Elia et al., 2018; Jos et al., 2009; Seo
et al., 2014; Winton et al., 2010). Tez ¢aligmasinda kullanilan EPC hiicre hatt1 (pasaj
n0:59) Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik Virolojisi
Anabilim Dal1 hiicre koleksiyonundan saglandi.

American Type Culture Collection (ATCC, 2016a) tarafindan EPC hiicre
hattinin kiiltiire edilmesi i¢in 6nerilen Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)),
pH’nin CO; ile dengelendigi sistemlerde kullanilmaktadir. CO» kullanilmayan kiiltiir
atmosferinde ise pH dengesini saglamak iizere Leibovitz’s L-15 vasati formiilize
edilmigtir (ATCC, 2016b). Calismada kullanilan EPC hiicreleri, CO> igermeyen
kiiltiir atmosferinde, Leibovitz’s L-15 hiicre vasati kullanilarak 25 °C’de inkiibe
edildi. L-15 vasatina % 10 f6tal dana serumu, % 1 sodyum piriivat, % 1 esansiyel
olmayan amino asitler, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 amfoterisin, % 1 L-
glutamine, % 1 HEPES buffer eklenerek hiicre vasati tamamlandi.

3.3.1. Cozdiirme, Pasajlama ve Dondurma islemleri

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, pasajlanmast ve dondurulmasi ile ilgili tiim islemler
Peters (2004) tarafindan belirtilen protokollere uygun sekilde biyogiivenlik kabini
icerisinde steril sartlarda gerceklestirildi.
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Donmus halde gelen hiicre stogunun ¢ozdiiriilmesi amactyla dncelikle hiicre
kiiltiirti flask: igerisine, uygun miktarda L-15 vasatindan eklendi. Kriyoviyal, derin
dondurucudan c¢ikarilarak su banyosunda (25 °C) hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii.
Kriyoviyal igerisindeki buz katmani eridigi anda su banyosundan ¢ikarildr ve dis
yiizeyi % 70 etanol ile dekontamine edildi. Kriyoviyal igerigi, ilk adimda hazirlanan
flask igerisine aktarildi, pipetleme yapilarak hiicrelerin homojen bigimde dagilmasi
saglandi. Daha sonra inkiibator icerisinde 25 °C’de inkiibe edildi. Yirmi dort saat
sonra hiicreler adhezyon yoniinden kontrol edilerek vasat degisikligi yapildi ve
¢Ozdiirme islemi tamamlandh.

Ortalama olarak % 90 konfluense ulasan hiicrelerin pasajlanmasi amaciyla
flask icerisindeki vasat bosaltildi, hiicre ylizeyleri PBS ile yikanarak debris ve artik
maddeler uzaklastirildi. Hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalari i¢in Tripsin-EDTA
(% 0,25) soliisyonu eklenerek birka¢ dakika inkiibe edildi. Daha sonra bir miktar
vasat eklenerek pipetleme yapildi ve flask tabanindan ayrilan hiicrelerin homojen
olarak dagilmasi saglandi. Karisim aspire edilerek santrifiij tiipline alindi, 500 g’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak, dipte ¢okelmis hiicre peleti
izerine vasat eklendi. Bu karigim 1:6 oraninda bdliinerek yeni bir flaska aktarildi ve

iizerine vasat ilave edildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Hiicre vasat1 eklenmesi

Pipetleme yapilarak hiicrelerin flask tabanina homojen olarak yayilmasi
saglandi, hiicreler 25 °C’de inkiibe edilerek pasajlama islemi tamamlandi.
Hiicrelerin dondurulmasi amaciyla % 50 hiicre vasati, % 40 fotal dana serumu,

% 10 dimetil siilfoksit igeren dondurma vasati hazirlandi. Hiicreler pasajlama
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isleminde yapilan sekilde flask tabanindan ayrilarak santrifiij edildi. Hiicre peleti 10

mL vasat ile sulandirilarak thoma lami ile canli/6lii/toplam hiicre sayimi yapildi
(Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Tripan mavisi ile hiicre sayimi1

Tripan mavisi ile hiicre sayiminda hiicre silispansiyonu ve tripan mavisi
karisimi thoma lamina aktarilarak, 16 biiyiik karedeki ortalama hiicre sayisi
hesaplandi. Diliisyon faktorleri (2 ve 10%) ile carpilarak toplam hiicre sayisi
hesaplandi (Abcam, 2019).

Sayim sonrast hiicreler, 1.000.000 hiicre/100 pl vasat olacak bicimde diliie edildi.
Kriyoviyal igerisine, 100 pl hiicre-vasat karigimi (1.000.000 hiicre) ve 900 pl
dondurma vasatindan eklendi. Kriyoviyal 2 saat siire ile -20 °C derin dondurucuda
bekletildi, daha sonra -80 °C derin dondurucuya (Sekil 3.4.) konularak dondurma

islemi tamamlandu.
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3.4. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testi kolorimetrik ayrim prensibine goére gergeklestirildi.
Sitotoksisite testi i¢in kullanilan CCK-8 (Cell Counting Kit — 8, Sigma, 96992)
iceriginde WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenill)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-
2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu] tetrazolyum tuzu ve elektron tastyici ara
molekiil olarak 1-metoksifenazin methosiilfat (1-Metoksi PMS) bulunmaktadir. Test
prensibine gore; WST-8 bilesigi polar karakteri nedeniyle hiicre igine giremez. 1-
Methoxy PMS ise hiicreye girebilir ve canli hiicrede bulunan dehidrojenaz enzimi
aktivitesi sonucu H+ kazanarak indirgenir. Daha sonra hiicreden ¢ikarak hidrojenini
WST-8¢ aktarir ve WST-8’in indirgenmesini saglar. Indirgenen WST-8 (formazan)
acik sar1 renkten turuncu renge doniisiir (Sekil 3.5.) ve canli hiicre sayisi ile dogru
orantili olarak turuncu renk koyulasir (Sekil 3.9.). Daha sonra Mikroplaka Okuyucu
ile 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limii yapilir. Bdylece canli/6lii hiicre ayrimi
gergeklestirilerek  test edilen  maddelerin  sitototoksik  konsantrasyonlari
hesaplanabilir. WST-8 polar yapida olmasi nedeniyle, baska bir tetrazolyum tuzu
olan MTT nin aksine suda ¢dziinebilir, ayrica kendisi gibi polar yapida olan XTT,

MTS, WST-1 gibi diger tetrazolyum tuzlarindan daha hassas sonu¢ vermektedir
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(Chamchoy et al., 2019; Sigma-Aldrich, 2019).

e = O SOs
ON SOy ZNO’.*,N 3
T O ™
\ : N=N SO
Na c}_ OCHs
OCH,
OZN WST-8 Formazan
oC

OzN Turuncu renkte
WST-8 OCH,

- |;4 Hy
Sari1 renkte C[ N :(j O N b
N N
CHy

|
CHs  1-Methoxy PMS

Canl1 Hiicre NADH, NADPH

I dehidrojenaz

NAD, NADP

Sekil 3.5. WST-8 Formazan doniisiimii (Sigma-Aldrich, 2019)’den Tiirkge’ye ¢evrilerek uyarlanmistir

Test edilecek maddelerin stok konsantrasyonlar1 steril dimetil siilfoksit
(DMSO) ile laminer biyogiivenlik kabini igerisinde steril sartlarda hazirlandi. Test
edilecek konsantrasyonlar, 10 ile 107! molar arasindaki konsantrasyonlar ile
yapilan pilot deneme sonucunda belirlendi. Daha sonra stok konsantrasyon (102 M)
hiicre vasati ile diliie edilerek alt1 farkli alt konsantrasyon (1073, 104, 10%/2, 10, 10-
6, 10”7 molar) hazirland1 (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Stok ve alt diliisyonlarin hazirlanmasi

Bilesiklerin  bireysel (DCOIT, diklofluanid, =zineb), ikili (DCOIT +
diklofluanid, DCOIT + zineb, diklofluanid + zineb) ve ti¢lii (DCOIT + diklofluanid +
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zineb) kombinasyonlari test edildi. DCOIT, diklofluanid ve zineb bireysel halde 103,
104, 10%/2, 1075, 10%, 10”7 M konsantrasyonlarda, ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO
% 0,1 oraninda uygulandi. Ayrica aditif, sinerjist ya da antagonist etkilesimlerin
belirlenmesi i¢in gerceklestirilen analizlerde, ikili kombinasyonlarda her bir
konsantrasyon degeri ikiye boliinerek (6rn; 103 M zineb + diklofluanid
kombinasyonunda, 1022 M zineb ve 103/2 M diklofluanid olarak); tglii
kombinasyonda ise lige bdliinerek uygulandi. Uygulama 6ncesinde hiicrelerin i¢inde
oldugu vasat tamamen kaldirilarak incelenen madde/maddeleri iceren 100 pL. vasat
eklendi. Test 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii mikroplakasinda, 24 ve 96 saat olmak
iizere iki farkli maruziyet periyodunda gerceklestirildi. Ornek plaka dizaym Sekil
3.7.’de gosterilmistir.

0000000 0000
0000000 000

= OOOOOOOOOOO0O

Sekil 3.7. Ornek 96 kuyucuklu mikroplaka dizayni

Sekil 3.7.°deki plaka dizayninda renksiz kuyucuklar haricindeki tiim
kuyucuklarda esit sayida hiicre ve vasat bulunmaktadir. Plakada 1,2 ve 3 numaral
siitunlar (sar1 renkli) DCOIT, 5,6 ve 7 (yesil renkli) diklofluanid, 9,10 ve 11 (mavi
renkli) numarali siitunlar zineb bilesiginin analizi amaciyla kullanildi. Bilesikler A
satirindan F satirina kadar artan konsantrasyonlarda uygulandi. G satir1 (kirmizi
renkli) kontrol olarak kullanildi (blank “G1-G2”, %0,1 DMSO igeren “G3-G4-G5-
G6, sadece hiicret+vasat iceren G7-G8-G9-G10-G11).

Testin gergeklestirilecegi kuyucuklara 100 pL vasat igerisinde 3 x 10* adet
hiicre eklendi ve plaka 25° C’de inkiibe edildi. 24 saat sonra tiim kuyucuklardaki

hiicrelerin homojen dagilimi kontrol edildi. Kuyucuklardaki vasat uzaklastirilarak
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farkli konsantrasyonlarda test maddelerini igeren test vasati (100 pL) eklendi (Sekil

3.8.).

Sekil 3.8. Mikroplaka kuyucuklarinda vasat degisimi

Maruziyet periyodu sonunda test vasati uzaklastirilarak taze vasat eklendi (100

uL) ve hiicreler 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi testin gerceklestirildigi

her kuyucuga CCK-8 hiicre sayim kiti eklenerek (10 puL) 1-4 saat arasi inkiibasyon

gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresince 1-2-3 ve 4. saatlerde Mikroplaka Okuyucu ile

450 nanometre dalga boyunda absorbans OSlgiimleri yapildi. Formazan olusumu

degerlendirilerek en uygun inkiibasyon siiresinin 3 saat oldugu belirlendi. Ornek

sitotoksisite testi sonucu Sekil 3.9.’da gosterilmistir.

En yiiksek biyosidal

Y
iceren kuyucuklardaki
hiicrelerin 6liimii
nedeniyle renk
reaksiyonu
gerceklesmemistir

Sadece vasat ve hiicreleri
iceren Kontrol
KuyucuKlan

Sekil 3.9. Ornek sitotoksisite testi sonucu

50

Biyosidal
Kkonsantrasyonu
azaldik¢a renk
degisimi
yogunlasmaktadir

- Kontrol Kuyucuklar
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y canliik
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% 50 inhibitor konsantrasyon (ICso) belirlenmesi amaciyla asagidaki formiilden
yararlanilarak canlilik ve 6liim yiizdeleri hesaplandi (Absorbans degeri “abs.” olarak

kisaltilmigtir).

% Canlilk = Secilen Kuyucugun Abs. Degeri % 100
o Lanfite = Kilavuz Kuyucugun Abs. Degeri

. Kilavuz Kuyucugun Abs. Degeri — Secilen Kuyucugun Abs. Degeri
% Olim = — —— x 100
Kilavuz Kuyucugun Abs. Degeri

3.5. Proliferasyon Testi

Proliferasyon testi, hiicrelerin belirli zaman araliginda prolifere olma oranlarini
Olcerek gerceklestirilen bir in vitro test ¢esididir. Bu testte, biyosidal bilesiklerin ICo
konsantrasyonlar1 kullanildi. Bdylece c¢ok diisik konsantrasyonda bulunan
bilesiklerin, hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi.
Proliferasyon testi i¢in segilen konsantrasyonlar (ICio), sitotoksisite testleri ile
belirlendi.

Testin gerceklestirilmesi amaciyla dncelikle 6 kuyucuklu mikroplakada segilen
bir kuyucuga 1,5 mL vasat igerisinde 1x10° adet hiicre konularak 48 saat inkiibe
edildi (ortalama olarak 48 saatlik siire sonrasi hiicreler logaritmik lireme fazina
gecmektedir). Inkiibasyon sonrasi vasat degisimi yapildi ve DCOIT + diklofluanid,
DCOIT + zineb, diklofluanid + zineb, DCOIT + diklofluanid + zineb
kombinasyonlarin1 igeren test vasatlar1 ayr1 ayr1 denemelerde olmak {izere IC10
konsantrasyon degerinde, 1.5 mL vasat icerisinde uygulandi. JULI-BR canli hiicre
gorlintiileme sistemine yerlestirilen plaka {izerinde ortalama % 40 konfluens iceren
ve hiicrelerin homojen olarak dagildig: bir bolge se¢ildi. Daha sonra cihaz 2 dakikada
1 fotograf kaydedecek sekilde programlanarak 96 saatlik maruziyet periyodu
baslatildi.
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Sekil 3.10. Canli hiicre goriintiileme cihazi

Maruziyet periyodu siiresince cihazin goriintiileme bolmesi inkiibator i¢inde,
ekran ve kayit ekipmani ise inkiibator disinda konumlandirildi (Sekil 3.10.). Boylece
hiicreler sicaklik degisimden etkilenmeden, 25 °C sabit sicaklikta inkiibe edildi.
Maruziyet siiresince vasat degisimi yapilmadi. 96 saatlik maruziyet periyodu
sonunda, baslangi¢ ve son konfluens degerleri elde edildi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Statistics
22.0 paket programi kullanildi. Probit-regresyon analizi ile her bir bilesik ve bilesik
kombinasyonu i¢in ICso (IC1-ICo9) degerleri hesaplandi. Veriler 24 ve 96 saatlik,
bireysel ve kombinasyon seklinde gruplandirilarak, ayr1 ayri olmak iizere kendi
icerisinde analiz edildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren sayisal degiskenlere ait
varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi; Tek yonlii varyans analizi
(One-Way ANOVA) ve coklu karsilagtirma testi uygulandi. Normal dagilim
gostermeyen sayisal degiskenler Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilerek Bonferroni
diizeltmeli ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

Bilesiklerin  aditif, antagonist ve sinerjist etkilesimler ydniinden
degerlendirilmesi amaciyla CompuSyn® Software (ComboSyn INC) programi
kullanild1. Ayrica % 6lim — konsantrasyon, % canlilik — konsantrasyon grafiklerinin

olusturulmasi amaciyla Graphpad Prism 8 programindan faydalanildu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testleri, bir maddenin hiicresel diizeydeki biyolojik davraniginin
anlasilmas1 ve temel toksisite diizeyinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
preklinik testlerdir. Antioksidan maddelerin ve ila¢ adaylarinin degerlendirilmesi,
kimyasal maddelerin tehlike diizeyinin saptanmasi gibi ¢ok cesitli alanlarda temel
bilgi sunan bu testler, in vivo denemeler icin gerekli deney hayvani sayisinin da
dolayli yoldan azaltilmasimna katkida bulunurlar. Fizikokimyasal ve fizyolojik
cevrenin kontrol edilebilmesi sayesinde sitotoksisite testlerinin tekrarlanabilirlik
orani da oldukga yiiksektir (Flores et al., 2016; OECD, 2015; Specian et al., 2016).
Bu calismada incelenen diklofluanid ve zineb bilesikleri zira miicadelede fungisit
olarak kullanilmaktadir. DCOIT ise sadece kekamoz onleyici amagla kullanilan bir
bilesiktir. TBT, Irgarol, diuron gibi giicli maddelerin yasaklanmasi nedeniyle
gemicilik endiistrisinde etkili ve ekonomik kekamoz 6nleyici bilesiklere biiyiik bir
ihtiya¢ dogmustur. Bu durum, DCOIT (Sea Nine 211), diklofluanid, zineb, tiram,
diuron, ziram, maneb vb. bircok yardimci biyosidal maddenin kekamoza karsi
kullanilmasmi saglamistir. Ilgili bilesikler, basta fotosentetik tiirler olmak iizere
kekamoza neden olan canlilar1 yok ederek kekamozu 6nlemede 6nemli derecede
basar1 gostermistir. Ancak bu bilesiklerin etki alaninin karadan suya gegisi ile birlikte
cevresel acidan yeni problemler ortaya ¢ikmistir (Evans et al., 2000). Dogada, TBT
ya da diklorodifeniltrikloretan (DDT) Orneklerinde oldugu gibi kalic1 bir yikima
sebep olmadan Once, ilgili bilesiklere dair su ve sediment yarilanma omrti, aerobik ve
anerobik yikimlanma iiriinleri, biyoakiimiilasyon, hedef dis1 toksisite, endokrinolojik
sistem bagta olmak {izere viicut sistemlerine etkileri, kronik maruziyet sonucu
olusabilecek etkiler, subletal etkiler gibi belirlenmesi gereken ¢ok sayida parametre
bulunmaktadir. Belirtilen parametrelere dair ¢ok sayida calisma gerek sahada, gerek
model organizmalar kullanilarak laboratuvar sartlarinda gergeklestirilmektedir. Tez
caligmasinda model olarak kullanilan Epithelioma Papulosum Cyprini hiicre hatt,
Pimephales promelas tiirii bir balik derisinde bulunan hiperplastik lezyonlardan elde
edilmig, 15-33 °C arasinda g¢ogalabilen, epitelyal morfolojide hiicrelerdir (ATCC,
2016a; Fijan et al., 1983). Daha ¢ok virolojik ¢alismalarda kullanilan EPC hiicreleri,

sitotoksisite caligmalarinda da sik¢a tercih edilmeye baslanmistir (Pehlivan vd.,
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2018; Shuilleabhain et al., 2004; Tan vd., 2008). Balik kdkenli olmasi ve deniz suyu
sicakligina yakin sicakliktaki tireme sartlari, ilgili hiicre hattinin 6zellikle akuatik
kirleticilerin klinik ©ncesi analizleri i¢in uygun olmasimi saglamaktadir. Tez
calismasinda gerceklestirilen 24 saatlik (akut) ve 96 saatlik (kronik) sitotoksisite
testleri ile elde edilen veriler sonucunda, incelenen bilesiklerin toksisite

potansiyellerini karsilagtirmak miimkiin olmustur (Sekil 4.1.).

100

mm DCOIT
Ea Dichlofluanid
=3 Zineb

Hiicre Canlihg (%)
(8,1
o

10l

|| ||
3.0 -40 43 -5.0 6.0 -7.0
log-Konsantrasyon

Sekil 4.1. 96 saatlik sitotoksisite testi log-konsantrasyon - hiicre canlilig1 grafigi

Analizler neticesinde DMSO’nun hiicre canlilig1 {izerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir etkisi bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05). Biyosidal maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarin1 igeren kuyucuklardaki hiicreler ¢ogunlukla plaka tabanindan
ayrilarak 6lmiis (Sekil 4.2.) ve bu nedenle formazan olusturamamistir. Ancak bazi
kuyucuklarda hiicrelerin plaka tabanina bagli bulunmalarina ragmen formazan
olusturamadigi, bu durumun hiicrenin yasamsal olarak 6nemli enzimlerinin inhibe
olmas1 ve metabolik aktivitesinin siirlanmasindan ileri geldigi diisiiniilmiistiir. Bu
nedenle sitotoksisite testi sonuglarmin letal konsantrasyon (LC) yerine inhibitor
konsantrasyon (IC) olarak aktarilmasi uygun goriilmiistiir. Ancak ayni ya da benzer
testleri kullanan bir¢ok calismalarda, LC teriminin kullanildig1 tespit edilmis, bu
durumda anlam birligi olusturmak i¢in bazi tablolarda tez sonuglari LC terimi ile

aktarilmistir.
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Sekil 4.2. Olii EPC hiicreleri mikroskop gériintiisii (20x)

Bilesiklerin bireysel, ikili ve {i¢lii kombinasyonlarina ait 24 ve 96 saatlik
sitotoksisite testleri sonucu probit-regresyon analizi ile elde edilen ICso degerleri

Tablo 4.1.’de yer almaktadir.

Tablo 4.1. DCOIT, diklofluanid ve zineb bilesiklerinin ICso degerleri (mg/L)

Maruziyet Periyodu
ICso (24 saat) ICso (96 saat)
Bireysel

DCOIT 1,03 mg/L 0,89 mg/L
Diklofluanid 6,24 mg/L 8,44 mg/L
Zineb 52,43 mg/L 89,24 mg/L

Kombinasyon
DCOIT + Diklofluanid - 0,46 mg/L — 0,54 mg/L
DCOIT + Zineb - 1,34 mg/L — 1,31 mg/L
Diklofluanid + Zineb - 12,72 mg/L — 10,53 mg/L
DCOIT + Diklofluanid + Zineb - 1,30 mg/L —1,53 mg/L — 1,27 mg/
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4.1.1. DCOIT

DCOIT, Rohm&Haas sirketi tarafindan kekamoz 6nleyici amagla gelistirilen
ve “Sea Nine 2117 ticari adiyla piyasaya siiriilen bir maddedir (Amara et al., 2018).
Dogada hizla yikimlanmasi nedeniyle, cevresel zarara yol agma riski diisiik bir
bilesik olarak nitelendirilir (Chen and Lam, 2017). Yarilanma 6mrii birka¢ saat ile 2
hafta arasinda olan DCOIT, 6zellikle mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak
yikimlanmaktadir. Sudaki pH degeri ve tuzluluk orani, sicaklik, mevsim, giines 15131
varlig1 gibi ¢cok sayida parametre yarilanma omriine direkt etki gostermekte ve farkl
caligmalarda tespit edilen varyatif degerler bu farklardan ileri gelmektedir. Ancak
TBT, Irgarol 1051 gibi ¢cok daha kalici bilesiklere kiyasla DCOIT’in yarilanma
Oomriinlin ¢ok daha kisa olmasi, ¢evresel toksisite riskini azaltmaktadir (Chen and
Lam, 2017; Goetz, 2019; Hellio and Yebra, 2009). Buna ragmen, ¢esitli calismalarda
DCOIT bilesiginin toksik etki siddetinin Irgarol 1051 ve diuron gibi bilesiklere
kiyasla ayni ya da daha fazla oldugu tespit edilmistir (Moon et al., 2019).

Elektrofilik bir bilesik olan DCOIT, hiicre membranindan diffiize olup tiyol
tagtyan enzim ve proteinlere ya da glutasyon (GSH) gibi kiigiik biyomolekiillere
zarar vermektedir (Arning et al., 2009). GSH, elektron dondrii olarak gdrev yapan
onemli bir antioksidan ve detoksifiye edici bilesiktir. DCOIT tarafindan oksidize
edilerek glutasyon disiilfit’e (GSGG) c¢evrilmekte ve bu nedenle hiicrenin reaktif
oksijen bilesiklerine kars1 savunma giicli zayiflamaktadir (Cima et al., 2001). Buna
ek olarak, Saitoh et al. (2015) tarafindan DCOIT’in katalaz aktivitesini diistirdiigl
tespit edilmis ve oksidatif stres indiiklenen hiicrelerde DCOIT’in sinerjistik etki ile
olim oranmi artirdigl, ayni durumun TBT varlifinda gézlenmedigi belirtilmistir.
DCOIT, sinir sistemi hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum depolarina etki ederek noronal
aktarim i¢in gerekli minimum potansiyeli diisiirmekte ve bu nedenle ndrotoksisiteye
yol acabilmektedir (Wakita et al., 2017). Ayrica, mitokondride siiksinat dehidrojenaz
enzimini baskilayarak ATP iiretimini inhibe ettigi gosterilmis (Bragadin et al., 2005)
ve benzer mekanizma ile fotosentez islemini durdurabilecegi belirtilmistir. DCOIT
maruziyeti (508 pg/L) neticesinde kahverengi alglerin (Saccharina latissima) oksijen
iretiminin kademeli olarak azaldig1 ve birka¢ saat igerisinde belirgin derecede
inhibisyon (%77) olustugu tespit edilmisti. Ancak DCOIT maruziyeti
sonlandirildiktan sonra fotosentez aktivitesinin zamanla ylikselerek normal degerlere
ulasgtig1 bildirilmistir (Johansson et al., 2012). DCOIT bilesiginin ¢ogunlukla

mikromolar konsantrasyonda olmak iizere, farkli maruziyet periyotlarinda (birkag
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saat-birkac hafta) gergeklestirilen ¢cok sayida in vivo ve in vitro toksisite galigmasi
mevcuttur. Bu ¢aligsmalarin bir¢ogu, DCOIT bilesiginin toksik etki mekanizmasindan
ziyade toksik etkinin ortaya ¢iktig1 konsantrasyonlart belirlemek iizere
gerceklestirilmistir. Eom et al. (2019), Perinereis aibuhitensis tiirii deniz halkali
solucanlarinda 24 saat, 96 saat ve 14 giinlik DCOIT bilesigi LCso degerlerini
sirastyla 268 pg/L, 142 pg/L ve 55 pg/L olarak tespit etmislerdir. Su et al. (2019),
beyaz pasifik karideslerinde (Litopenaeus vannamei) 28 giin (kronik) DCOIT
maruziyeti sonucu, 15 pg/L konsantrasyonda toksik etkilerin goriilmeye baslandigini
tespit ederken 30 pg/L ve Tlizeri konsantrasyonda, karideslerin yasamlarini
stirdiiremediklerini belirtmistir. Ayrica, 6zellikle 30 pg/L DCOIT e maruz kalanlar
basta olmak iizere bazi karideslerin solungaglarinda melanin birikimi saptandigi
belirtilmistir. Solungaglar, su canlilarinin en énemli organlarindan biridir ve solungag
anatomisindeki bozukluklar, canlinin fizyolojisindeki degisiklikleri beraberinde
getirmektedir (Ramaglia et al., 2018). Bu nedenle 6zellikle solunga¢c morfoloji ve
histolojisinde olusan bozukluklar ¢evresel toksisite riskine isaret edebilmektedir (Su
et al, 2019). Subletal konsantrasyonlarda ise, DCOIT’in lipit peroksidasyon,
oksidatif stres ve kolinerjik sistemde asetilkolin esteraz inhibisyonuna neden olarak
toksisite gosterdigi bilinmektedir (Do et al,, 2018; Eom et al., 2019). Ayrica
hipotalamus ve hipofize etki ederek testosteron ve Ostradiol hormonlari
konsantrasyonunda artisa (Chen et al., 2016); G proteinine bagl reseptorlerin o alt
iinitesine baglanarak aktivasyonun engellenmesine neden oldugu bildirilmistir (Chen
et al., 2017). DCOIT bilesigi ile ¢cok sayida farkli canli ve hiicre kiiltiirii toksisite

caligmalari sonucu elde edilen ECso ve LCso degerleri Tablo 4.2.’de belirtilmistir.
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Tablo 4.2. Cesitli ¢alismalarda hesaplanan DCOIT LCso degerleri

Canh Tiirii/Hiicre . .
Maruziyet Siiresi | Konsantrasyon Kaynak
Hatti
Tigriopus japonicus 24 saat LCso: 23 pg/L (Onduka et al., 2013)
Crassostrea gigas 24 saat LCso: 17 pg/L g](;sllf;emasa and Okamura,
Penaeus japonicus 96 saat LCso: 12,6 pg/L (Yamada, 2006)
Pagrus major 96 saat LCso: 5,1 pg/L
(Mochida et al., 2010)
Fundulus heteroclitus 96 saat LCso: 4,7 ng/L
Perinereis aibuhitensis 24 saat LCso: 286 pg/L (Eom et al., 2019)
LCso: 6,09 pg/L (genc)
Neomysis awatschensis 96 saat LCso: 11,27 pg/L (Do et al., 2018)
(yetiskin)
Botryllus schlosseri 60 dakika LCso: 7,05 mg/L (Cima et al., 2008)
Acartia tonsa 48 saat LCso: 16,08 pg/L (Wendt et al., 2016)
lenast
Selenastrum 72 saat ECso: 0.003 mg/L*
capricornutum
Daphnia magna 48 saat ECso: 0.004 mg/LP (Fernandez-Alba et al., 2002)
Vibrio fischeri 15 dk ECso: 0.012 mg/L*¢
Sebastes schlegeli LCso: 184 pg/L
- 96 saat (Park et al., 2006)

Monoso;ﬁophzum LCs: 49 pg/L
acherusicum
Scenedesmus vacuolatus LCso: 107,2 pg/L
Vibrio fischeri 48 saat LCso: 121,3 pg/L (Arning et al., 2009)
HEPG?2 hiicre hatt LCso: 4,51 mg/L

24 saat LCso: 1,03 mg/L*
EPC hiicre hatti Bu c¢alismada elde edilen sonug

96 saat LCso: 0,89 mg/L*

* Caligmada belirlenen ICso degeri, diger calismalarla karsilastirabilmek amaciyla LCso olarak
aktarilmigtir

2Kontrol grubuna oranla proliferasyonda %50 azalma

Kontrol grubuna oranla motilite ve yiizme aktivitesinde %50 azalma

¢ Kontrol grubuna oranla hiicresel metabolizmada %50 azalma

Arning et al. (2009), 48 saat boyunca DCOIT’e maruz biraktiklar1 yesil
alglerde (Scenedesmus vacuolatus) 0.38 uM ECso, bakterilerde (Vibrio fischeri) 0.43
uM ECso, HEPG2 hiicrelerinde 16 pM ECso degerlerini saptamislardir. Tez
calismasinda elde edilen sitotoksik konsantrasyon (1,03 mg/L) ve Arning et al.
(2009) tarafindan HEPG2 hiicrelerinde elde edilen sitotoksik konsantrasyon (4.51
mg/L) birbirine yakindir. Ancak DCOIT’in in vivo denemelerde belirlenen LCso
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konsantrasyonlar1 4-5 pg/L’den 300 pg/L degerine kadar ulasirken; hiicre kiiltiirii
denemeleri ile arasinda ortalama olarak 10 kattan fazla fark bulunmaktadir. In vivo
caligmalar ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 arasinda, sistem c¢esitliligi, ortam
sartlar1, metabolizma, fizyolojik ve biyokimyasal etkilesim gibi ¢cok sayida temel fark
bulunmaktadir. Bu farklar neticesinde, toksisitesi incelenen madde i¢in model olarak
belirlenen hiicre hatti, deney hayvanlarina goére daha duyarli ya da daha az duyarh
olabilmektedir. Bunun yani sira farkli hiicre hatlar1 arasinda ayni kimyasal ajana
kars1 verilen cevap da degisebilmektedir (Holovska et al., 2007). Ayrica in vivo ve in
vitro doz cevrimi ile ilgili baz1 kaynaklarda gesitli Oneriler yer almasina karsin bu
cevrimin bilimsel literatiirde heniiz miimkiin goériilmedigi bildirilmektedir (Ekwall et
al., 1990; ICCVAM, 2001). Fonseca et al. (2020), kahverengi midyeleri (Perna
perna) 0.1 pg/L ve 10 pg/L olarak iki farkli konsantrasyonda 96 saat boyunca
DCOIT’e maruz biraktiklart ¢alismada, mortalite gozlenmedigini bildirmislerdir.
Ancak her iki konsantrasyonda da in vivo toplam hemosit sayis1 ve in vitro hemosit
canlilifinda diislis saptandig1 belirtmiglerdir. Saitoh et al. (2015), hidrojen peroksit
ile oksidatif stres indiikledikleri hiicrelerde DCOIT toksisitesinin arttigin1 belirterek
bu durumu DCOIT’in katalaz enzimi aktivitesini inhibe etmesi ile
iliskilendirmislerdir. Ayni sartlarda uygulanan TBT’nin ise oksidatif stresle
sinerjistik bir etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir.

Tez caligmasinda 24 saatlik maruziyet periyodu sonucunda DCOIT’in ICso
degeri 1,03 mg/L olarak belirlenmistir. 96 saatlik maruziyet periyodu sonucunda ise
toksisite artarak 0,89 mg/L olarak tespit edilmistir. Bu anlamda DCOIT’in EPC
hiicreleri iizerinde yol actigi toksisitenin, siddeti zamanla artan nitelikte oldugu
goriilmektedir. Hiicrelerde hiicre zari biitiinliigiiniin bozulmasi, lizozom ya da
mitokondrinin hasar gormesi gibi nedenler genellikle hiicrelerin kisa siirede 6lmesine
neden olur (Ganjam et al., 2019; Van Houten et al., 2016; Wang et al., 2018). Ancak
ribozomun zarar gormesi (protein sentezinin engellenmesi) veya enerji
metabolizmasinin bozulmasi, oksidatif stres, enzimatik aktivitenin aksamasi gibi
etkilere bagli hiicre 6liimii ise genellikle daha uzun siirede gergeklesir (Gabe et al.,
2020; Saitoh et al., 2015; Su et al., 2018). Bu nedenle toksik etkisi zamanla artan
DCOIT’in, EPC hiicrelerine belirtilen mekanizmalarla etki ettigi diisiiniilmistiir.
WST-8 testi sitotoksisite testi olarak anilmasina ragmen calisma prensibi olarak
hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmektedir (Chamchoy et al., 2019; Xie et al.,

2018). DCOIT’in ilk 24 saatte EPC hiicreleri lizerinde olusturdugu akut toksik
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etkiler, bircok hiicrenin oliimiine ya da metabolizmasinin durmasina yol agmis ve
formazan doniisiimii sinirlanmistir. 96 saatlik DCOIT maruziyetinde ise, ilk 24 saatte
metabolik faaliyetlerini koruyabilen hiicrelerin bir kism1 daha islevini kaybetmistir.
Bu nedenle, deniz suyunda yarilanma omrii 24 saatten az olarak belirtilen DCOIT’in
(Figueiredo et al., 2020), kiiltiir ortaminda kimyasal yapisini daha uzun siire
korudugu diistiniilmiistiir.

4.1.2. Diklofluanid

Diklofluanid (N-dichlorofluoromethylthio-N',N'-dimethyl-N-phenylsulfamide)
kekamoz Onleyici yardimci biyosidal madde olarak kullantminin yani sira zirai
miicadelede fungisit olarak kullanilmaktadir (Amara et al., 2018; Vaquero-Ferndndez
et al., 2009). Giin 15181 altinda yarilanma 6mrii (fotodegredasyon) deniz suyunda 53,
nehir suyunda 59 ve gdl suyunda 83 saat olarak bildirilmistir (Sakkas et al., 2001).
Hidrolitik veya biyolojik yarilanma Omriiniin ise deniz suyunda 1.2 ila 3 saat
arasinda oldugu belirtilmistir. Diklofluanid yikimlandiginda kendisine gore ¢ok daha
stabil ve nispeten daha az toksik bir metabolitine (N-dimetil-N-fenil-stilfamid,
DMSA) doniismektedir (Hamwijk et al., 2005). Olduk¢a hizli yikimlanmasi
nedeniyle suda yapilan kalinti1 ¢alismalarinda genellikle tespit edilememekte, DMSA
tespit edilmesi ise diklofluanid varligina isaret etmektedir (Schouten et al., 2005;
Thomas and Brooks, 2010).

Heil et al. (1991), tarafindan yapilan in vitro analizlerde diklofluanid’in
genotoksik ve insanlar icin muhtemel karsinojenik etkilere sahip olabilecegi tespit
edilmistir. Ancak Avrupa Kimyasallar Ajans1 (ECHA) tarafindan yapilan in vivo
denemeler bu durumun aksine isaret etmektedir. Tekrarlanan oral uygulamalar
sonrasi fare ve ratlarda en belirgin etki olarak florozis gézlenmis ve bu bozuklugun
LOAEL degeri olarak sirayla 50,1 ve 9,4 mg/kg/giin tespit edilmistir. Florozis,
diklofluanid’in metabolizmas1 sirasinda agiga cikan floriir ile iligkilendirilmis ve
ilerleyen siiregte osteosklerozis’e yol agtigr bildirilmistir. Ayrica diklofluanid
nedeniyle kopeklerde kronik ndropati sekillenmis ancak kaynagi tam olarak tespit
edilememistir. Bunun haricinde fertilite ile ilgili, ireme organlarinda ya da endokrin
sistemde diklofluanid’in yol ac¢tig1 énemli bir bozukluk saptanmamis, in vivo olarak
genotoksik etki gozlenmedigi belirtilmistir (ECHA, 2016).

Oksidatif stres nedeniyle ortaya c¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS), ¢oklu
doymamig yag asitlerine ve hiicre =zarindaki lipitlere zarar vererek lipit

peroksidasyona neden olmaktadir (Ito et al., 2019). ROS olusumu ve oksidatif stres
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diklofluanid’in toksik etki mekanizmalarindan biri olarak bilinmektedir. Suzuki et al.
(2004) tarafindan, diklofluanid’in izole rat hepatositlerinde 250 — 1000 uM dozda,
lipit peroksidasyon belirteci olan fosfatidilkolin hidroperoksit seviyesini 20 kata
kadar artirdig1 bildirilmistir. Bir yesil alg tiirti olan Chlamydomonas reinhardtii’nin
10 uM’a kadar diklofluanid maruziyeti sonucu, 24 saatte ROS iiretiminde artig
gozlenmedigi ve dolayisiyla diklofluanid’in oksidatif strese ve tespit edilebilir
toksisiteye yol agmadigi bildirmistir (Almeida et al., 2017; de Almeida et al., 2017).
Tez calismasinda elde edilen 24 saatlik 1Cso degeri (6,24 mg/L) ortalama olarak 18
mikromolara karsilik gelmekte ve bu konsantrasyonda test edilen hiicrelerin yarisinin
Olimiine yol ag¢maktadir. Diklofluanid toksisitesi ilgili ¢alismalar model
organizmalarin farki goézetilmeksizin degerlendirildiginde, diklofluanid’in hiicresel
diizeyde oksidatif stres meydana getirebilmesinin ancak belirli bir esik
konsantrasyonu agmasi ile miimkiin oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Tez ¢aligmasinda
diklofluanid’in 24 ve 96 saatlik ICso degerlerinin birbirine yakin bulunmasi, ilgili
bilesigin enzim inhibisyonu ya da protein sentezinin engellenmesi gibi spesifik ve
siddeti maruziyet stiresi ile artacak bir etkiden ¢ok, oksidatif stres gibi akut-genel bir
etki ile toksisiteye yol actifina isaret etmektedir. Organizmanin ve dolayisiyla
hiicrelerin metabolik kapasitesi de toksikokinetik ve toksikodinamik degisimleri
beraberinde getirmektedir. Bununla ilgili olarak Suzuki et al. (2004), diklofluanid’in
CYP-450 enzimleri tarafindan aktif metabolitlerine doniistliriildiigiinii ileri stirmiis
hiicrelere nonselektif CYP-450 inhibitorii verildiginde diklofluanid’in yol ag¢ti1
sitotoksisitenin azaldigini belirlemislerdir. Diklofluanid bilesigi ile ¢ok sayida in vivo
ve in vitro toksisite ¢alismalari sonucu elde edilen ECso, LCso ve ICso degerleri Tablo

4.3.’te belirtilmistir.

61



Tablo 4.3. Cesitli ¢alismalarda ve tez ¢aligmasinda hesaplanan Diklofluanid LCso degerleri

Canlh Tiirii/Hiicre Hatt1 Maruziyet Siiresi | Konsantrasyon Kaynak
24 saat ECso: 25,3 pg/L?
Chlamydomonas reinhardtii . a de Almeida et al., 2017
Gesil ooy 48 saat ECso: 31,9 pg/L ( )
72 saat ECso: 37,6 ng/L*
Vibrio fischeri ECso: 0,087 mg/Lb
(bakteri) 15 dakika
Daphnia magna ECso: 1.05 mg/LP (Fernandez-Alba et al.,
(su piresi) 438 saat 2002)
Selenastrum capricornutum LCso: 0.133 mg/L?
(yesil alg) 72 saat
Nitzschia pungens ECso: 377 ng/L?
(fitoplankton, mikroalg) 96 saat
(Jung et al., 2017)
Artemia larvalari LCso: 154 mg/L
(zooplankton, mikroalg) 48 saat
Mpytilus edulis 48 saat ECso: 81 pg/L9
(midye)
Paracentrotus lividus 48 saat ECso: 627 ng/L® (Bellas, 2006)
(deniz kestanesi)
Ciona intestinalis 48 saat ECso: 128 pg/Lf
17 1 trotus
Strongylocentrotus 50 saat ECso: 47,9 pg/L¢ (Xu etal., 2011)
intermedius
MBDK hiicre hatt1 ICso: 44,9 mg/L
RK 3 hiicre hatti 1Cs0: 9,1 mg/L
72 saat (Holovska et al., 2007)
PK15 hiicre hatti 1Cso: 102,9 mg/L
BEPC hiicre hatt ICso: 49,2 mg/L
373 hiicre hatt1 LCso: 56,7 ng/L
48 saat (Bazes et al., 2006)
Vero hiicre hattt LCso: 56,7 ng/L
24 saat LCso: 6,24 mg/L* Bu ¢alismada elde edilen
EPC hiicre hatt
96 saat LCso: 8,44 mg/L* sonug

4 ECso: Kontrol grubuna oranla hiicre proliferasyonunda % 50 azalma

b ECso: Kontrol grubuna oranla hiicre metabolizma faaliyetlerinde % 50 azalma

¢ ECso: Kontrol grubuna oranla motilite ve hareket kabiliyetlerinde % 50 azalma

4 ECso: Kontrol grubuna oranla embriyonik gelisimde % 50 azalma

¢ ECso: Kontrol grubuna oranla embriyonik geligsim ve larval biiylimede % 50 azalma
fECso. Kontrol grubuna oranla larval yerlesimde % 50 azalma

Tez caligmasinda diklofluanid’in 24 ve 96 saatlik maruziyet periyotlar
arasinda ICso degerinin yiikseldigi belirlenmistir. Diklofluanid’in yarilanma dmriiniin

kisa olmasi, maruziyet periyodunun uzamasi ile azalan toksisitesini agiklayan bir
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etkendir. Benzer sekilde de Almeida et al. (2017) tarafindan yapilan g¢alismada,
maruziyet zamaninin uzamasi ile birlikte diklofluanid toksisitesinin azaldig1 tespit
edilmistir. Bu baglamda diklofluanid’in esas etki mekanizmasi olan reaktif oksijen
tirlerinin artigt ile akut olarak hiicrelerin metabolizmasina etki ettigi, ancak
maruziyet siiresi ilerledik¢e hiicrelerin enzimatik islevleri ve antioksidan kapasitesini
tekrar kazanmasi ile toksik etkinin zayifladigi diistiniilmiistiir. Ayrica, Fukunaga et
al. (2015), primer rat timik lenfositlerine 1 uM ve 10 uM diklofluanid uygulamis ve
120 dakikalik siirede sitototoksisite gozlenmedigini belirtmistir. 120 dakikalik
maruziyet, perakut zehirliligi yiiksek olan bilesiklerin etkilerini gdzlemlemek igin
yeterli olabilir ancak diklofluanid gibi spesifik olmayan etki mekanizmasi ile
toksisite gosteren bilesikler i¢in oldukca yetersizdir. Pistl et al. (2003), merinos
koyunu kanindan izole ettikleri 16kositleri in vitro ortamda 10! M ile 10° M arasi
konsantrasyonda diklofluanid’e maruz birakmis, lenfositlerin mitojenik ve fagositik
aktivitesinde 10 M konsantrasyona kadar biiyiik bir diisiis saptayarak immun
sistemi zayiflattiklarini bildirmislerdir. Ancak diklofluanid’in perifer kanda 10> M
gibi olduk¢a yiiksek bir degere ulasmasi ve bu biiyiiklilkte bir maruziyet olasi
goriilmemektedir. P-glikoprotein (P-gp), akuatik canlilarda da bulunabilen ve hiicre
membraninda kii¢iik polipeptidlerden biiyiik molekiillere kadar ¢ok sayida maddeyi
tagtyan transportor proteindir. Denizkestanesi (Stronglyocentrotus intermedius)
embriyolarinda, ¢esitli bilesiklerin (bakir piritiyon, DCOIT, diklofluanid, tolifluanid)
P-gp tarafindan hiicre disina tasinma olasiliginin arastirildigi bir calismada, embriyo
DCOIT veya diklofluanid’e maruz birakilarak sitotoksisitesi degerlendirilmis,
verapamil (P-gp inhibitorii) eklenmesi ile sitotoksisitenin arttigi tespit edilerek
belirtilen ajanlarin P-gp substrati oldugu bildirilmistir. Verapamil varliginda ya da
yoklugunda sitotoksik konsantrasyonlar1 degismeyen bakir piritiyon ve tolifluanid’in
ise P-gp ile tasinmadig1 saptanmistir (Xu et al., 2011).

In vivo ¢alismalarda diklofluanid’in hiicre metabolizma faaliyetleri, fotosentez
aktivitesi, motilite ve hareket kabiliyeti, larval biiylime ve yerlesim, embriyonik
gelisim vb. bircok siiregte zararli etkileri saptanmistir. Bu etkiler genellikle
mikromolar diizeyinde ortaya ¢ikarken in vitro hiicre kiiltiirii denemelerinde
ICs0/LCso degeri genellikle milimolar diizeyinde belirlenmistir (Tablo 4.4.). In vivo
denemelerde, toksik maddenin canli tarafindan alimi, emilimi, metabolize edilmesi,
viicutta dagilim1 ve spesifik bir organ/doku iizerinde etkisini gostermesi miimkiin

iken in vitro denemelerde bu gibi karmagik mekanizmalar bulunmamaktadir.
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Dolayistyla 6rnek olarak; in vivo denemede nororeseptdr aracili toksik etki gdsteren
bir madde, hiicre kiiltlirinde ¢ok daha farkli bir mekanizma ile yiiksek ya diislik
konsantrasyonda toksisiteye yol agabilmektedir (OECD, 2010).

4.1.3. Zineb

Zineb, zirai miicadelede fungisit olarak kullanilan bir maddedir. TBT yasagi
sonrasinda yardimci biyosidal madde olarak kekamoz Onleyici amacgla da
kullanilmaya baslanmistir. Ancak zirai amagla kullanim1 gegtigimiz yillarda tilkemiz
de dahil olmak fiizere bir¢ok Avrupa iilkesinde ve ABD’de yasaklanmistir.
Diklofluanid ve DCOIT bilesiklerine nazaran, zineb’in akuatik toksisitesi ile ilgili
gerceklestirilmis calisma sayisi cok daha azdir. In vitro hiicresel toksisite ¢aligmalar
ile ilgili olarak, zineb konsantrasyonlarinin olduk¢a genis ve farkli araliklarda
kullanildig1, genel olarak oksidatif stres parametrelerinin incelendigi ve sonuglarin
degisken oldugu tespit edilmistir. Soloneski et al. (2002) tarafindan yapilan
calismada, insan B ve T lenfositlerinde 50 mg/L iizeri konsantrasyonda zineb
maruziyeti neticesinde sitotoksisite goriilmeye baslandig1 belirtilirken; Hoffman and
Hardej (2012), CCD-18Co, HT-29, Caco-2 hiicrelerini 24 saat zineb’e maruz
birakmig, 800 uM’a (220,6 mg/L) kadar sitotoksisite gozlenmedigini ve canlilifin
etkilenmedigini bildirmistir. Ali et al. (2018), HaCaT hiicrelerini 24 saat siiresince 1-
40 mg/L konsantrasyonlarda zineb’e maruz birakmis, hiicre canliligin 10 mg/L
konsantrasyondan itibaren 6nemli derecede azaldigini, 40 mg/L dozda ise %70’lere
varan canlilik kaybi gergeklestigini; Kanemoto-Kataoka et al. (2015), primer rat
lenfositlerinin 3 saat siire ile 3 pM (0,82 mg/L) konsantrasyonda zineb’e maruz
birakildiginda, hiicre i¢i Zn*? miktarinin arttigin1 ve bu nedenle hiicrelerde apoptoz
meydana geldigini tespit etmistir. Ali et al. (2018), benzer sekilde HaCaT
hiicrelerinde zineb maruziyeti nedeniyle apoptoz meydana geldigini bildirmistir.
Grosicka-Maciag et al., (2012; 2013) tarafindan yapilan ¢aligmalarda 200 uM (55,1
mg/L) konsantrasyonda zineb’in, V79 hiicreleri iizerinde oksidatif stres ve apoptoza
yol agtig1, topoizomeraz I ve katalaz aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica,
Jia and Misra (2007) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ndroblastoma (SH-SY5Y)
hiicrelerinin 16 saat boyunca 100 pM (27,5 mg/L) zineb maruziyeti sonrasi
morfolojik olarak homojenliklerini kaybettigi ve aksonlarinin kisaldig: bildirilmistir.
Whalen et al. (2003), insan kanindan saflastirildiklar1 natural killer (NK) hiicrelerini
6 gin 10 uM (2,75 mg/L) zineb’e maruz birakmis ancak hiicrelerin canlilik

degerlerinde azalma tespit etmemistir. Ayn1 konsantrasyonda yapilan 24 ve 48 saatlik
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denemelerde zineb’in immunotoksik potansiyelini inceleyen arastirmacilar, NK
hiicrelerinin kanser hiicreleri tlizerindeki sitotoksik potansiyelinin zineb tarafindan
etkilenmedigini belirtmiglerdir. Karbamat grubunun diger {iyeleri olan maneb,
metiram, ziram ve triazin herbisitlerinden atrazinin de degerlendirildigi ¢alismada
belirtilen yonlerde toksik potansiyeli en diigiik olarak zineb tespit edilmistir. Tez
calismasinda ise zineb’in 24 saatlik ICso degeri 10>72! M (52,43 mg/L), 96 saatlik
ICso degeri 1034° M (89,24 mg/L) olarak tespit edilmistir. Zineb bilesigi polimerik
yapist nedeniyle DMSO, ksilen, metil iszobiitil keton, metil izoamil keton, 1-
metoksi-3-propanol gibi organik ¢oziicilerde ve suda 10 mg/L’nin altindaki
miktarlarda ¢oziinebilmektedir (Keith & Walters, 2019; PubChem, 2020c). Yapilan
denemelerde zineb’in, hiicre vasatinda 10° M lizeri konsantrasyonlarda

bulundugunda vasat ile homojen olarak karismadigi goriilmistiir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Zineb ¢ozliniirliik sorunu

Zineb bilesiginin log Kow degeri (su-oktanol partisyon katsayisi) 1.30 olarak
belirtilmistir. Bu nedenle biyoakiimiilasyon ya da biyokonsantrasyon gibi
mekanizmalarla akuatik canlilarda birikme riski olduk¢a zayiftir (ECHA, 2013,
2014b). Ayni sekilde suda ¢oziiniirliigii de ¢ok zayif olan zineb’in pasif difiizyon
mekanizmasi ile hiicre i¢ine alinmasi olas1 goriilmemektedir. Tez ¢calismasinda zineb
icin belirlenen ICso degerinin 50-90 mg/L gibi olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda
ortaya ¢ikmast bu durum ile agiklanabilir. Bir maddenin, aktif transport disindaki
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yollarla hiicre zarindaki lipit tabakasini gecebilmek i¢in iyi derecede yag ve bir
miktar su ¢oziinilirliigiine sahip olmasi gereklidir. Zineb bilesigi fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle hiicre zarimi yeterli derecede gegememekte ve ancak yliksek
konsantrasyonlarda toksisiteye yol acabilmektedir. Bu baglamda Hoffman and
Hardej (2012), tli¢ farkli hiicre hattinda benzer sonuglara ulasarak zineb i¢cin 200
mg/L’ye kadar sitotoksisite gdzlenmedigini bildirmislerdir. Kanemoto-Kataoka et al.
(2015) ise primer lenfositler kullandiklar1 ¢aligmalarinda ¢ok daha diisiik bir deger
olan 0,82 mg/L’de apoptoz ve hiicre 6liimii gézlendigini bildirmiglerdir. Caligmalar
arasindaki bu fark ise hiicrelerin orijini ile agiklanabilir (EPC/deri epitelyal, CCD-
18Co/kolon fibroblastik, HT-29 ve Caco-2/kolon epitelyal hiicrelerdir). Nitekim bazi
lenfositlerin fagositoz yapabildigi ortaya konulmustur (Li et al., 2006; Martinez-
Riafo et al., 2018; Zhu et al., 2016). Bu nedenle zineb bilesiginin lenfositlere pasif
diflizyondan ziyade fagositoz gibi aktif yollarla alindig1 ve bdylece ¢cok daha diisiik

konsantrasyonlarda sitotoksisiteye yol agabildigi soylenebilir. Ayrica Zn*?’

nun
lenfositlerde hiicre i¢i haberlesmede onemli bir iyon olarak kullanilmasi ve zineb
maruziyeti neticesinde hiicre iginde Zn*?> seviyesinde olusan artis, buna ek olarak
primer hiicrelerin devamli hiicrelere nispeten toksik ajanlara karsit daha hassas olusu
sitotoksik etkiyi artiran diger etkenler olarak siralanabilir (Kanemoto-Kataoka et al.,
2015). Jia and Misra (2007) tarafindan yapilan ¢aligmada, zineb maruziyeti nedeniyle
ndroblastoma hiicrelerinde morfolojik biitiinliigiin bozuldugu belirtilmistir. Benzer
sekilde tez calismasinda zineb maruziyeti neticesinde EPC hiicrelerinde fibriler
yapiin bozularak bazi hiicrelerin sirkiiler hale geldigi ve morfolojik yonden
uniformitelerini  kaybettikleri gozlenmistir (Sekil 4.4.). Ancak morfolojik
bozukluklar, toksik ajanlarla muamele edilen hiicrelerde gozlenen genel

degisimlerdir. Tez ¢alismasinda benzer morfolojik bozukluklar DCOIT ve

diklofluanid maruziyetinde de gézlenmistir.
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Sekil 4.4. EPC hiicrelerinde morfolojik bozukluklar. “Kontrol (10x), 5Zineb grubu (40x),
“Diklofluanid grubu (40x)

4.1.4. Kombinasyon Sitotoksisite Testi

Literatiir taramasinda, DCOIT, diklofluanid ve zineb bilesikleri toksisitesinin
birlikte degerlendirildigi tek bir ¢alismaya rastlanmistir. Jung et al. (2017) tarafindan
gergeklestirilen calismada Nitzschia pungens (mikroalg) tiirii fitoplanktonlarda 96
saatlik ECso degeri (hiicre proliferasyonunda %50 azalma) DCOIT, diklofluanid ve
zineb i¢in sirastyla 267, 377 ve 232 pg/L olarak belirlenmistir. Ayrica Artemia tiirii
zooplankton larvalarinda, 48 saatlik LCso degeri DCOIT, diklofluanid ve zineb i¢in
sirastyla 0,31, 154,94, 41,17 mg/L’dir. Ilgili calisma sonucunda elde edilen toksisite
siralamast Nitzschia pungens igin zineb > DCOIT > diklofluanid seklinde iken
Artemia larvalar1 i¢in DCOIT > zineb > diklofluanid olarak belirlenmistir. Tez
calismasinda elde edilen verilerin gruplar arasi istatistiksel analiz sonucu elde edilen

degerler Tablo 4.4. ve Tablo 4.5.’te yer almaktadir.
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Tablo 4.4. Bilesiklerin gruplar arasi karsilagtirilmasi (24 saat)

- .- Diizeltilmis
s St Hata iiiﬁ;?ti Orzginh)hk onemlilik
& & & (adj Sig.%)
Diklofluanid (24 saat)
-6,3 4,761 -1,323 0,186 0,557
DCOIT (24 saat)
DCOIT (24 saat)
-14,7 4,761 -3,088 0,002 0,006*
Zineb (24 saat)
Diklofluanid (24 saat)
-8,4 4,761 -1,764 0,078 0,233
Zineb (24 saat)
Ho: Gruplar arasinda hiicre canlili1 acisindan bir fark yoktur
Coklu testler i¢in onemlilik diizeyi (sig. degeri) belirlenirken Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir
Tablo 4.5. Bilesiklerin gruplar arasi karsilastirilmasi (96 saat)
- .- Diizeltilmis
s St Hata iiiﬁ;?ti Orzginh)hk Onemlilik
& & & (adj Sig.?)
Diklofluanid (96 saat)
-7,8 4,789 -1,629 0,103 0,31
DCOIT (96 saat)
DCOIT (96 saat)
-18,4 4,789 -3,842 0,000 0,000*
Zineb (96 saat)
Diklofluanid (96 saat)
-10,6 4,789 -2,214 0,027 0,081

Zineb (96 saat)

Ho: Gruplar arasinda hiicre canlili1 acisindan bir fark yoktur
Coklu testler i¢in anlam diizeyi (sig. degeri) belirlenirken Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.

Tablo 4.4. ve 4.5.°te gosterildigi lizere 24 ve 96 saatlik sitotoksisite testleri
sonucunda hiicre canliligi yoniinden sadece DCOIT ve zineb gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Toksisite siddeti ise ICso degerleri
yoniinden DCOIT > diklofluanid > zineb olarak siralanmistir. Bireysel toksisite
siralamasi ile bilesiklerin etki gii¢lerinin anlagilmasi miimkiin olmakta ancak sucul
ortamda bu bilesikler ve daha bircok ekotoksik ajan karisim halinde bulunmaktadir.
Tam bir risk degerlendirmesinin yapilabilmesi ve toksik etkilerin aydinlatilabilmesi
ancak bu ajanlarin karisim halindeki etkilerinin incelenmesi ile miimkiin
gorinmektedir (de Almeida et al., 2017). Ayrica, kekamoz Onleyici bilesiklerin
bireysel etkilerinin incelendigi ¢esitli toksisite calismalarinin sonuglari da birbiri ile
uyum gostermemektedir. Farkli bilesiklerin alg, midye, denizkestanesi, su piresi gibi
cesitli akuatik canlilarda bireysel olarak incelendigi ¢ok sayida c¢alismada,

bilesiklerin meydana getirdigi toksisite siddetleri siralanmigtir. Myers et al. (2006),
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diuron, DCOIT, TBT, ¢inko pirition ve zineb bilesiklerinin Hormosira banksii tiirii
kahverengi makroalg sporlarinin germinasyon ve biiyiime {lizerine 48 saatlik inhibe
edici etkisini arastirmis; germinasyon ile ilgili ECso degerini sirasiyla 6.29, 0.34,
0.00016, 0.21, 0.87 mg/L, biiylime ile ilgili ECso degerini sirasiyla 6.75, 0.43,
0,00034, 0.31, 2.04 mg/L olarak tespit etmistir. Calisma sonucu elde edilen toksisite
siddeti siralamast TBT > c¢inko piritiyon > DCOIT > zineb > diuron seklindedir.
Diger bazi ¢alismalarda;

- Mpytilus edulis tirii midyeler larvalarinda embriyonik gelisim toksisitesi ile
ilgili chlorothalonil > DCOIT > diklofluanid > Irgarol 1051 (Bellas, 2006);

- Strongylocentrotus intermedius tlrii denizkestanesi embriyolarinda gelisim
toksisitesi ile ilgili diklofluanid > DCOIT > bakir piritiyon (Xu et al., 2011);

- Strongylocentrotus intermedius tlrli denizkestanesi embriyolarinda gelisim
toksisitesi ile ilgili, bakir piritiyon > DCOIT > diklofluanid > Irgarol 1051 (Wang et
al., 2011);

- Selenastrum capricornotum tirii mikroalglerde biiyiime inhibisyonu ile ilgili
TBT = DCOIT > klorothalonil > Irgarol 1051 > diuron > diklofluanid > TCMTB
(Fernandez-Alba et al., 2002);

- Daphnia magna motilite inhibisyonu ile ilgili TBT > DCOIT > klorothalonil
> TCMTB > diklofluanid > Irgarol 1051 > diuron (Ferndndez-Alba et al., 2002);

- Vibrio fischeri tiirii bakterilerde hiicresel metabolizma toksisitesi ile ilgili
DCOIT > TBT > TCMTB > diklofluanid > Irgarol 1051 > klorothalonil (Fernandez-
Alba et al., 2002);

- Undaria pinnatifida (wakame deniz yosunu) gametofitlerinde fotosentez
inhibisyonu ile ilgili diuron > Irgarol 1051 > tolifluanid > DCOIT > medetomidin >
cinko piritiyon (Lee et al., 2020) olarak toksisite siddetleri siralanmistir.

Kekamoz onleyici bilesiklerin farkli organizmalar iizerinde degerlendirildigi
bircok calisma neticesinde farkli siiflandirmalar elde edildigi goriilmektedir. Bu
durum bilesiklerin etki mekanizmasindan ziyade test ig¢in secilen organizmanin
biyokimyasal isleyisi, beslenme ve enerji lretim mekanizmas1 gibi siiregler
neticesinde sekillenmektedir. Ozellikle fitoplanktonlar gibi fotosentetik canlilarin bu
bilesiklerden ¢ok daha cabuk etkilendikleri bilinmektedir (Ferndndez-Alba et al.,
2002). Tez caligmasinda elde edilen sonuglar neticesinde DCOIT > diklofluanid >
zineb sirasiyla toksisite siddetini belirtmek miimkiin olsa da deniz suyunda karisim

halinde bulunan bu maddelerin birlikte nasil davranacagi, agonist, antagonist ya da
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aditif etkilesmeler neticesinde olusabilecek etkilesimleri degerlendirmek, toksikoloji
bilimi agisindan daha biiyiik 6nem teskil etmektedir (Damasceno et al., 2017; Yebra
et al., 2004). Bu baglamda tez calismasinda bireysel toksisite testlerine ek olarak
kombine toksisite testleri gerceklestirilmistir. Bu testlerde deney konsantrasyon ikili
bilesiklerin her biri i¢in ilgili konsantrasyon degerinin 2’si, liglii grupta ise %5’i
olarak uygulanmistir. Kombinasyon sitotoksisite testleri sonucu elde edilen log-

Konsantrasyon-% canlilik degerlerine ait grafik Sekil 4.5.’te gosterilmistir.

Il DCOIT + Dichlofluanid

100- == DCOIT + Zineb
I Dichlofluanid + Zineb [
B DCOIT + Dichlofluanid + Zineb

50

Canlihik £ SD

-3.0 -4.0 -4.3 -5.0 -6.0 -7.0
log-Konsantrasyon

Sekil 4.5. 96 saatlik kombinasyon sitotoksisite testi log-konsantrasyon-hiicre canlilig grafigi

Sekil 4.5.’te gosterildigi tizere DCOIT + diklofluanid kombinasyonunda 107
molar konsantrasyona kadar hiicre canliliginda belirgin azalma, diklofluanid + zineb
kombinasyonunda ise diger gruplara oranla daha zayif toksisite tespit edilmistir. Iki
grup arasinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmisgtir.

70



Tablo 4.6. Bilesik kombinasyonlarinin gruplar arasi1 karsilastiriimasi (96 saat)

Ortal Onemlilik 95% Gtiven Aralig
alama nemiili
(I) Grup (J) Grup Fark (1)~ Sw-Hata g Alt Ust
Siir Sinir
DCOIT
DCOIT + + Zineb (96 saat) -10,5489733 89345403 0,475  -32,80988 11,711933
Diklofluanid ) )
(96 saat) Diklofluanid i . i )
+ Zincb (96 saat) 35,5577932 10335152 0,006  -61,512726  -9,60286
DCOIT + . .
Zineb Diklofluanid 250088199  11,6218282 0,098  -53,828793  3.811153
(96 saat) + Zineb (96 saat)

Kombinasyon sitotoksisite testi sonucu elde edilen ICso degerleri;

- DCOIT + diklofluanid kombinasyonu i¢in (0,46 mg/L + 0,54 mg/L )

- DCOIT + zineb kombinasyonu i¢in (1,34 mg/L + 1,31 mg/L)

- Diklofluanid + zineb kombinasyonu i¢in (12,72 mg/L + 10,53 mg/L)

- DCOIT + diklofluanid + zineb kombinasyonu i¢in (1,30 mg/L + 1,53 mg/L +
1,27 mg/L) olarak tespit edilmistir.
ICso degerleri rakamsal farkliliklari ifade etse de hiicre canlilig1 yoniinden sadece iki
grup arasinda (DCOIT+Diklofluanid - Diklofluanid+Zineb) istatistiksel olarak
anlamli bir farklihik tespit edilmistir (Tablo 4.6.). Ikili ve iiclii kombinasyonlar farkli
konsantrasyonlarda uygulandig1 i¢in iiclii kombinasyon istatistiksel karsilastirma
testine dahil edilmemistir.

4.2. Toksikodinamik Etkilesimler

Tiim kombinasyonlar incelenerek bilesiklerin aditif, sinerjist ya da antagonist
etkilesimler yonden degerlendirilmesi amaciyla CompuSyn programi kullanilmigtir
(Chou, 2006; Chou and Martin, 2005). Analiz i¢in 96 saatlik testlerden elde edilen
grup — konsantrasyon (mikromolar) - % inhibisyon degerleri kullanilmistir.
Analiz sonucu elde edilen konsantrasyon (doz) — etki (Fa) grafikleri Sekil 4.6. ve

medyan etki grafigi Sekil 4.7.’de belirtilmistir.
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Sekil 4.6. Ortalama etki (Fa) — Konsantrasyon (doz) grafigi, (DC: DCOIT, DI: Diklofluanid, Zi:
Zineb, Fa: etki siddeti)
Loa(FalFu) Log(FalF
: q og3( alFu)
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O i
Zi
Loy(D)
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Sekil 4.7. Medyan etki (Log Fa/Fu) — log-Konsantrasyon (Log(D) grafigi (DC: DCOIT, Di:

Diklofluanid, ZI: Zineb, Fa: etki siddeti, Fu: (1-Fa))

Grafiklerde belirtilen veriler neticesinde DCOIT’in toksik potensinin diger

bilesiklere nispeten daha yiiksek oldugu; DCOIT ve diklofluanid kombinasyonunda

potensin arttif1 ancak zineb bilesiginin bulundugu kombinasyonlarda potensin

zayifladig1 anlagilmaktadir. Kombinasyonlarin sinerjist-antagonist-aditif etkilesimler

yoniinden degerlendirildigi kombinasyon indeksi grafigi Sekil 4.8.” gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Kombinasyon indeksi — ortalama etki grafigi (DC: DCOIT, DI: Diklofluanid, ZI: Zineb)

Kombinasyon indeksi (CI) iki veya daha fazla bilesigin medyan etki
siddetinin, kombinasyon icerisindeki konsantrasyonlarina oranlanmasi ile
hesaplanmaktadir. Bu baglamda tez ¢alismasinda analiz edilen 4 farkli kombinasyon
grubunun CI indeksi grafiginde, orta hattin (kesikli ¢izgi) altinda kalan egriler
sinerjist etkilesimi, orta hat {lizerinde seyreden egriler aditif etkilesimi, orta hatta
bitisik seyreden egriler ise antagonist etkilesimi belirtmektedir (Chou, 2016; Zhang
et al., 2016). Diklofluanid ve zineb kombinasyonu orta hattin lizerinde yer almakta
ve deneyde kullanilan tiim konsantrasyonlarda antagonizma gostermektedir.
Bilesiklerin ii¢lii kombinasyonu diisiik konsantrasyonlarda sinerjizm gosterirken
konsantrasyon arttikca antagonizma gostermeye baslamaktadir. Benzer sekilde
DCOIT ve zineb kombinasyonu diisilk dozlarda sinerjist etkilesim olustururken
konsantrasyon artigina paralel olarak antagonizma gostermektedir. DCOIT ve
diklofluanid kombinasyonu ise ortalama etki (Fa) diizeyinin neredeyse tamaminda
sinerjizma gostermekte, cok yliksek konsantrasyonlarda antagonist etki gostermeye
baslamaktadir. Kombinasyon indeksi — konsantrasyon degerleri Tablo 4.7.°de

belirtilmistir.
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Tablo 4.7. Kombinasyon indeksi — Ortalama etki tablosu

CI Degeri

DCOIT DCOIT Diklofluanid DCOIT + Zineb
Ortalama + Dik(llo.iil;lanid + (Zlnll;b + (lerllfb + Di(l;l.oli.lil)anid
Etki (Fa) ) ) ) o
0.05 0.21625 0.43511 1.84980 0.53124
0.1 0.26499 0.58064 1.92854 0.69586
0.15 0.30085 0.69424 1.97906 0.82331
0.2 0.33118 0.79423 2.01802 0.93494
0.3 0.38460 0.97812 2.07992 1.13921
0.4 0.43507 1.16025 2.13216 1.34054
0.5 0.48749 1.35711 2.18134 1.55736
0.6 0.54651 1.58742 2.23172 1.81021
0.7 0.61935 1.88316 2.28804 2.13395
0.8 0.72206 2.31961 2.35880 2.61036
0.9 0.91099 3.17428 2.46970 3.54043
0.95 1.13033 4.23843 2.57683 4.69566
0.97 1.31899 5.20668 2.65608 5.74559

* CI: Kombinasyon indeksi

* CI<I sinerjist, CI=1 aditif, CI>1 antagonist

* Inhibitor etki degeri (%10 inhibisyon, 0.1; %95 inhibisyon, 0.95)

* 1:1 her konsantrasyon degeri i¢in bilesikler 4 oraninda kombine edilmistir, 1:1:1 her konsantrasyon
degeri i¢in bilesikler %5 oraninda kombine edilmistir.

Ayn1 etki mekanizmasina sahip kimyasal maddeler birlikte bulunduklarinda
genellikle aditif etkilesime girerken farkli etki mekanizmasina sahip kimyasal
maddelerin birlikte etki gdstermeleri ancak minimum toksik konsantrasyon esiklerini
asmalar1 ile mimkiindiir. Antagonizm, sinerjizm ya da aditivizm gibi etkiler
genellikle kimyasal maddelerin bireysel olarak orta ya da daha yiiksek dozlarinda
(ilgili bilesigin toksisiteye yol agan en diisilk dozuna oranla) ortaya ¢ikmaktadir
(European Comission, 2012). Tez calismasinda incelenen bilesikler arasinda zineb
toksik potensi en zayif madde olarak belirlenmistir. Ayrica DCOIT veya diklofluanid
ile olan kombinasyonlarinda genellikle antagonist etkilesim goézlenmistir. Ancak,

sitotoksisite testinde =50 mg/L ICso degeri belirlenen zineb, Wistar irki ratlara 15
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mg/kg/giin dozda periton i¢ci 5 hafta boyunca uygulanmis ve plazma, karaciger,
testislerde yiiksek diizeyde oksidatif stres olustugu, reprodiiktif hormon seviyelerinin
etkilendigi bildirilmistir (Astiz et al., 2009). Zineb gibi su ¢oziiniirliigii ¢ok zayif olan
maddelerin detayli bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in sediment testleri ya da
yemle birlikte kronik maruziyet testleri yapilmasinin daha uygun oldugu
diisiiniilmistir (OECD, 2002). DCOIT ve diklofluanid bilesikleri kombinasyonu
yiiksek derecede sinerjist etki goOstermistir. Benzer sekilde Wang et al. (2011),
Strongylocentrotus intermedius tirii denizkestanelerinde DCOIT ve diklofluanid
kombinasyonunun embriyotoksik olarak sinerjist etki gosterdigini bildirmistir. Xu et
al. (2011), Irgarol 1051, diklofluanid, tolifluanid, DCOIT ve bes farkli agir metalin
(Cu, Cd, Zn, Pb, Ni) Glyptocidaris crenularis tiirii denizkestanesi larvalari
tizerindeki etkilesimini incelemis; agir metallerin ¢evresel konsantrasyonlara yakin
dozda uygulandigi durumda kekamoz Onleyici bilesikler ile sinerjist etkilesim
gostermedigi, daha yiiksek dozlarda ise giiclii sinerjizm tespit edildigini bildirmistir.
Chesworth et al. (2004), diuron ve Irgarol 1051’in Zostera marina (eriste otu)
tizerinde sinerjist toksik etki gosterdigini; Dupraz et al. (2018) aymi bilesiklerin
Tisochrysis lutea (mikroalg) tizerinde aditif toksik etki gosterirken Tetraselmis
suecica (miktoalg) iizerinde sinerjist toksik etki gosterdigini; Bao et al. (2008) ¢inko-
piritiyon ve bakirin Thalassiosira pseudonana (diyatom), Hydroides elegans (halkal
solucan) ve Elasmopus rapax (amfipod) iizerinde sinerjist toksik etki olusturdugunu;
Kungolos et al. (2004) TBT ve bakirin Daphnia magna (su piresi) lizerinde sinerjist
toksik etki olusturdugunu; Koutsaftis and Aoyama (2007), Artemia salina (tuzlu su
karidesi) tizerinde bakir piritiyon ve ¢inko piritiyon’un sinerjist, diuron ve piritiyon
kombinasyonlarinin ise doza bagli olarak sinerjist, aditif ya da antagonist,
klorothalonil’in ise piritiyonlar ve diuron ile antagonist toksik etki olusturdugunu
bildirmistir. Bilesikler aras1 bu tiir etkilesimler akuatik sistemin ¢esitliligi, suyun pH
ve tuzluluk degeri, TOC seviyesi ve diger maddelerin varlig1 gibi bir¢ok faktorden
etkilenebilmektedir.

4.3. Proliferasyon Testi

Proliferasyon testi, bilesiklerin ikili ve {i¢lii kombinasyonlarin subletal
dozlarda  hiicre = ¢ogalmasi  iizerine  etkilerinin  belirlenmesi  amaciyla
gerceklestirilmistir. Test edilecek konsantrasyon, sitotoksisite testi ile belirlenen ICio
(hiicre populasyonunun %90’mnda inhibisyona yol agmayan konsantrasyon) degeri

olarak belirlenmistir. Bilesiklerin ICio degerleri DCOIT + diklofluanid (28 + 33
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pg/L), DCOIT + zineb (83 + 81 pg/L), diklofluanid + zineb (788 + 652 ug/L),
DCOIT + diklofluanid + zineb (120 + 142 + 118 ug/L) olarak elde edilmistir.

Belirtilen konsantrasyonlarda vasat igerisinde hazirlanan bilesik kombinasyonlari, 3

tekrar halinde uygulanmis ve teste ait proliferasyon egrileri Sekil 4.9.°da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.9. Proliferasyon egrileri

Ortalama % proliferasyon artis degerinin hesaplanmasi amaciyla asagidaki

formiilden yararlanilmigtir.
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e Proi _ % Son Konfluens — % Baslangi¢ Konfluens 100
0 Proliferasyon = % Baslangi¢c Konfluens *

Hesaplanan % proliferasyon artis degerleri Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Kombinasyon gruplarinin 96 saatlik proliferasyon testi sonuglar1

Konfluens Konfluens Proliferasyon Prollferazyon
Tekrar 1) (son) artist (%) artist (%o
L7 ortalama)
48 76 58,33
Kontrol 2 47 73 55,31 66,45
3 29 52 85,71
Diklofl d 38 62 63,16
iklofluani
+ Zineb v 63 57,5 65,86
3 26 46 76,92
Diklofluanid 25 42 68,00
iklofluani
+DCOIT 2 44 62 40,90 45,99
55 71 29,09
i 43 81 88,37
. 31 49 58,06 57,47
Zineb
3 50 63 26,00
DCOIT + 1 52 92 76,92
Diclofluanid + 2 41 73 78,05 66,24
Zineb 3 32 46 43,75

Proliferasyon testi sonucunda ortalama % proliferasyon artisi; kontrol
grubunda %66,45; diklofluanid ve =zineb kombinasyon grubunda 9%65,86;
diklofluanid ve DCOIT kombinasyon grubunda %45,99; DCOIT ve zineb
kombinasyon grubunda %57,47; diklofluanid, DCOIT ve zineb kombinasyon
grubunda %66,24 olarak tespit edilmistir. Gruplarin proliferasyon sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Ancak c¢evresel
orneklerde tespit edilen kekamoz Onleyici bilesik miktari, proliferasyon testinde
uygulanan konsantrasyondan daha yiiksek diizeyde ger¢eklesebilmektedir (Lam et
al., 2017; Mukhtar et al., 2019). Kekamoz onleyici bilesikler gibi insan kaynakli

bircok kimyasal maddenin sucul ortama karigmasi, Ozellikle endokrin sistem
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tizerinde zararli etkilere sebep olmaktadir (Zoller & Hushan, 2010). Boyalara
eklenen yardime1 biyosidal maddeler, TBT ve Irgarol 1051 gibi kullanim1 yasaklanan
bilesiklere nazaran ¢ok daha hizli yikimlanmaktadir. Ancak gemi ve tekne bakim-
onarim tesisleri ya da limanlar ¢evresinde gerek deniz suyu ve gerekse sedimente
stirekli biyosidal madde gegisi olmaktadir. Bu nedenle ilgili bilesiklerin yarilanma
omrii kisa olsa dahi bolgede giderek artan miktarlarda birikebilmektedir. Soroldoni et
al. (2017) tekne bakim-onarim tesisi g¢evresinde analiz ettikleri sedimentlerde
ortalama olarak 0,13 mg/kg DCOIT tespit etmislerdir. Gemi ve teknelerde boya
sokme-boyama islemleri esnasinda ortaya ¢ikan kekamoz onleyici boya parcaciklari
(antifouling paint particles) Ozellikle sedimentte birikerek bentik canlilar1 tehdit
etmektedir (Molino et al., 2019; Soroldoni et al., 2020). Proliferasyonu cesitli
yollarla inhibe eden bilesikler ise ergin canlilardan ziyade larvalara daha fazla zarar
verebilmekte ve gelisim siirecini aksatarak neslin tiikenmesine sebep olabilmektedir

(Bellas, 20006).
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5. SONUC

Uluslararasi denizyolu tasimaciligi ve balik¢ilik gibi genis ¢apl faaliyetlerin
ekonomik bir bigimde siirdiiriilebilmesinde kekamoz onleyici bilesiklerin rolii
olduk¢a dnemlidir. Kekamoz olusumunu engelleyen bu bilesikler yakit tiiketimi ve
gemi/tekne hizinin optimum aralikta kalmasina yardimci olarak ekonomik anlamda
biiyiik katki saglamaktadirlar. Ancak tribiitiltin, diuron ve Irgarol 1051 gibi bazi
bilesiklerin, sucul ekosistem iizerinde kalic1 hasarlara yol acgtig1 tespit edilerek bir¢ok
iilkede kullanimlarina son verilmistir. Etkili ve giiclii kekamoz 6nleyici bilesiklere
dogan ihtiya¢ neticesinde Ozellikle bakir igeren boyalara, yeni nesil yardimci
biyosidal maddeler (booster organic biocides) eklenerek kullanilmaya baslanmistir.
Tez caligmasinda incelenen DCOIT, diklofluanid ve zineb bilesikleri, TBT yasagi
sonrasi en sik kullanilan kekamoz 6nleyici bilesikler arasinda bulunmaktadir. Ancak
bu bilesiklerin de sucul ekosistem {iizerinde cesitli zararlara yol actigi tespit
edilmigtir. Yeni nesil kekamoz Onleyici bilesiklerin en Onemli avantaji, sucul
ortamda hizli bi¢imde yikimlanmalar1 ve yar1 dmiirlerinin genellikle birkac saat ila
birka¢ giin araliginda olmasidir. Bdylece etkilerini siirdiiriirken sucul ortamda
akiimiile olmadan hedef dis1 canlilara minimum zarar vermektedirler. Biyosidal
madde gelistirme ve ruhsatlandirma siireci oldukca uzun ve maliyetlidir. Ornegin,
Sea-Nine 211 adli biyosidal maddenin gelistirilme ve ruhsatlandirilmasi 10 yillik bir
zamana ve 10 milyon dolara yakin bir tutara mal olmustur. Ancak giiniimiizde
toksikolojik arastirmalar ve beraberinde getirdigi yasal diizenlemeler ile bir¢ok
biyosidal maddenin kullanim1 kisitlanmis veya yasaklanmistir. Bu durum, sirketlerin
aragtirma ve gelistirme faaliyetlerinin daha ¢evreci kaplamalara yonelmesini
saglamistir. Ancak heniiz, toksik maddelerin kullanildig1 kaplamalarin yerini
alabilecek nitelikte bir model gelistirilememistir (De Nys & Guenther, 2009; Yebra
et al., 2004).

Tez caligmasinda gergeklestirilen in vitro sitotoksisite testleri ve proliferasyon
testleri ile li¢ farkli bilesigin, balik kokenli bir hiicre hatt1 (EPC) iizerindeki etkileri
preliminer olarak incelendi. Bilesiklerin bireysel ve kombinasyon halindeki
etkilesimleri analiz edilerek ICso degerleri tespit edildi. EPC hiicreleri iizerinde en
giiclii toksik etkinin DCOIT tarafindan olusturuldugu ve bunu sirasiyla diklofluanid
ve zineb bilesiklerinin izledigi; ayrica DCOIT ve diklofluanid bilesiklerinin giiglii

sinerjist etkilesim gosterdigi tespit edildi. Boylece sucul ekosistemde karisim halinde
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bulunan bu maddelerin hiicresel boyutta ne gibi etkilesimlere girebilecegi ortaya
cikarildi. Literatiirdeki birgok c¢alismada, tez calismasi ile uyumlu olarak DCOIT
bilesiginin gii¢lii toksik etkisi oldugu tespit edildi. Bu nedenle sucul ortamda DCOIT
birikiminin sucul canlilar acgisindan biiylik risk arz ettigi; zineb bilesiginin ise
incelenen diger bilesiklere nispeten daha giivenli oldugu sonucuna varildi.

Kekamoz 6nleyici bilesiklerin ¢evresel agidan en biiyiik problemlere yol agan
ve canlilara yonelik zararlarinin sik¢a ortaya konuldugu bolgeler gemilerin bakim ve
onarim faaliyetlerinin ger¢eklestirildigi limanlar ve g¢evreleridir. Bu bolgelerde
ozellikle sedimentte biyosidal madde birikimi yogunlagmakta ve akuatik canlilar
devamli olarak bu maddelere maruz kalmaktadir. Son yillarda gelistirilen ultrasonik
cihazlar, nano-kaplamalar, foul-release ve sol-gel kaplamalar gibi biyosidal madde
icermeyen c¢esitli sistemlerin etkinligi giderek gelistirilmektedir. Ancak bu metotlarin
tam olarak benimsenmesine ve ekonomik yonden elverigli hale gelmesine kadar
gececek siirede, hedef dis1 toksisite ve biyoakiimiilasyon gdstermeyen biyosidal
alternatiflerin kullanilmasi, ekolojik yonden meydana gelebilecek sorunlari miimkiin

oldugunca 6nleyecektir.
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