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iii
AMAC
Kimyasal pestisitler, pestleri kontrol etmeye ekonomik bir yaklasim olarak
taninmaktadirlar. Boyle kimyasallar ayn1 zamanda ¢evredeki diger tiirlere oldukga toksiktirler.
Baliklar ise hedef almmayan akuatik organizmalar arasindadir. Pestisitler baliklarda
histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana getirirler. Antioksidant maddeler bazi
cevresel kirleticilerin toksik etkilerini en aza indirir. Bu ylizden antioksidant maddeler
pestisitlerin zararli etkilerinden baliklar1 koruyabilir. Onceki calismalar, askorbik asidin
baliklardaki pestisit toksisitesine karsi antitoksik bir etken olarak kullanilabildigini
saptamuistir.
Literatiirlerde, baliklarda pestisitlerin neden oldugu toksisiteler iizerinde antioksidant
maddelerin koruyucu ve iyilestirici etkileri hakkinda deneysel sonuglarin bir eksikligi vardir.
Bu ¢alisma Tilapia nilotica’da pestisitlerin etkilerine karsi askorbik asitin koruyuculugunu ve

tyilestiriciligini incelemek i¢in planlanmistir.



OZET v

Alfa cypermethrin ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan piretroid insektisitlerden biridir.
Deneysel ¢aligma igin alt1 grup secildi. Bu gruplar kontrol grubu, aseton kontrol grubu, 0.22
ug/l konsantrasyonlu ve temel diyetli grup, 0.22 pg/l konsantrasyonlu ve askorbik asit ilaveli
grup, 0.44 pg/l konsantrasyonlu ve temel diyetli grup, 0.44 pg/l konsantrasyonlu ve askorbik
asit ilaveli gruplardir. Bunu pestisitsiz su icerisinde 15 gilinliik bir iyilesme siireci izledi.
Iyilesme siirecinde ise tiim gruplar askorbik asit ilaveli diyetle beslendi.

Cypermethrin uygulama ve iyilestirme evresinde askorbik asitin koruyucu ve
tyilestirici etkisini O0lgmek icin uygulamanin 10. ve 20. giinii, iyilestirmenin 15. giinii
histopatolojik 6l¢iimler, uygulamanin 10. ve 20. giinii ve iyilestirmenin 7. ve 15. giinii
biyokimyasal dlglimler yapildi. Solungaclarda sekonder lamellerde epitel hipertrofisi, epitel
hiperplazisi, epitel ayrilmasi ve 6dem, aneurizm, sekonder lamellerde fiizyon gibi lezyonlar
gbzlendi. Siniisoidlerde kan tikanmasi, bulamik  sisme, piknotik ¢ekirdek, vakuoler
dejenerasyon ve nekroz gibi lezyonlar karacigerde gozlendi. Bobrekte bulanik sisme, vakuol
olusumu, glomerulusta atrofi, hemapoetik dokuda piknotik ¢ekirdek, hiyalin damla
dejenerasyonu, Bowman mesafesinde genisleme ve nekroz gibi lezyonlar gozlendi.
Lezyonlarin siddeti artan pestisit konsantrasyonuna ve temel diyete bagh olarak artis gosterdi.
Degisikliklerin ¢ogu geri doniisiimliiydii. Ancak iyilestirme periyodu sonrasinda da
histopatolojik lezyonlar mevcuttur.

Biyokimyasal oOlgiim olarak protein ve glikojen analizi yapildi. Protein igin kas,
karaciger ve solungac, glikojen icin kas ve karaciger o6rnekleri alindi. Uygulama evresinde
0.22 ng/l ve 0.44 pg/l konsantrasyonlu ve temel diyetli gruplarda protein seviyesi azaldi ve
0.22 ng/l konsantrasyonlu ve askorbik asit ilaveli grupta protein seviyesi ile kontrol arasinda
fark yoktu. lyilestirme periyodunun 7. ve 15. giinii tiim gruplarda protein seviyesi artti.
Benzer sekilde uygulama evresinde 0.22 pg/l ve 0.44 ng/l konsantrasyonlu ve temel diyetli
gruplarda glikojen seviyesi azaldi ve 0.22 pg/l konsantrasyonlu ve askorbik asit ilaveli grupta
glikojen seviyesi ile kontrol arasinda fark yoktu. lyilestirme periyodunun 7. ve 15. giiniinde

tiim gruplarda glikojen seviyesi artti.

Anahtar Kelimeler: Askorbik asit, Alfa cypermethrin, Tilapia nilotica, Histopatolojik

etkiler, Biyokimyasal parametreler



SUMMARY v

Alpha cypermethrin is one of the most widely used pyretroit insecticides. Six groups
were chosen for experimental work. These groups were control group, acetone control group,
0.22 pg/l concentration and with basal diet group, 0.22 pg/l concentration and with ascorbic
acid supplementation group, 0.44 pg/l concentration and with basal diet group, 0.44 pg/l
concentration and with ascorbic acid supplementation group. The fish were allowed recovery
period of 15 days in pesticide-free water. All groups were fed with ascorbic acid
suplementation diet during recovery period.

During alpha cypermethrin treated and recovery period, histopathologic parameters
were studied in treated period of 10 th and 20 th day and 15 th day of recovery period, as well
as the biochemical parameters in treated period of 10 th and 20 th, and 7 th and 15 th day of
recovery period, in order to measure recovery and protective effects of ascorbic acid.
Histopathological lesions such as epithelial hypertrophy, epithelial hyperplasia, oedema,
epithelial lifting, aneurism of secondary lamellae and fusion of secondary lamellae were
observed in gills. Blood congestion in sinusoids, cloudy swelling, pyknotic nuclei, vacuolar
degeneration, necrosis were observed in liver. Lesions such as cloudy swelling, vacuolation,
atrophy in glomerulus, pyknotic nuclei in the hematopoietic tissue, hyaline droplet
degeneration, expansion of space inside the Bowman’s capsule and necrosis were observed in
kidney. Severity of lesions increased with increased pesticide concentration, also depending
on basal diet. Most of the changes were reversible, but there were histopathological lesions
after recovery.

Biochemical measurements for protein and glycogen analysis were carried out. For
protein analysis muscle, liver, gill and for glycogen analysis liver, muscle of tissue samples
were taken. In treated period, protein levels decreased with 0.22 pg/l and 0.44 pg/l
concentration and with basal diet groups, protein levels didn’t vary between the control
groups and with 0.22 pg/l concentration and with ascorbic acid supplementation group. 7 th
and 15 th days of recovery period, protein levels increased in all groups. Similarly, in treated
period glycogen levels decreased with 0.22 pg/l and 0.44 pg/l concentration and with basal
diet groups, glycogen levels didn’t vary between the control groups and group with 0.22 pg/l
concentration and with ascorbic acid supplementation. In 7 th and 15 th days of recovery
period glycogen levels increased in all groups.

Key words:Ascorbic acid, Alpha cypermethrin, Tilapia nilotica, Histopathological

effects, Biochemical parameters



1.GIRIS 1

Diinya niifusunun hizla arttig1 ¢agimizda aglik sorununun ¢oziilebilmesi i¢in tarimsal
iiretimi arttirmada tarim ilaglar biiyiik oranda kullanilmaktadir. Tarim ilaglarinin asil amaci,
tarimsal {liretimi olumsuz yonde etkileyen hasereler, kemiriciler, mantarlar ve yabani otlar gibi
zararlilar1 yok etmektir. Bu amagla kullanilan pestisitler hedef alinmayan canlilar i¢in de ¢cok
etkilidir ve onlara da bilylik zararlar verir. Pestisitlerin kullanimi hedef alinmayan
organizmalarin dogal populasyonlarinda istenmeyen diizensizliklere, tiim ekosistemde
dengesizlige, besin aginin degisimine ya da besin zincirinin kirilmasina yol acabilir
(Dokmeci, 1988).

Pestisitler, su icindeki veya kenarindaki bitkilerle ya da boceklerle savas sirasinda
ilaglarin dogrudan dogruya uygulanmasi, ilagclanmis bitki ve toprak yiizeylerinden ilaglarin
yagmur sular1 ile yikanmasi, ilag¢ endiistri artiklarinin akar ve durgun sulara ya da topraga
bosaltilmas1 halinde bunlarin topraktaki hareketleri, uygulama aletlerinin, bos ambalaj
kaplarinin su kaynaklarinda yikanmasi suretiyle sulara erisir. Ayrica ilagla bulasan
atmosferdeki kat1 ve sivi ila¢ zerrelerinin su kaynaklarima tasinmasi sonucunda da sular
etkilenirler. Bulasan suda, planktonlarda ve baliklarda pestisit birikmekte ve buradan da
bunlar1 yiyen kus ve bunun gibi diger canlilarla insanlara da gegmektedir (Oztiirk, 1990).

Pestisitler hedef ordanizmalara bagli olarak insektisitler (boceklere karsi), fungisitler
(mantarlara kars1), herbisitler (yabani otlara karsi) ve rodentisitler (kemirgenlere kars1) olmak
lizere siiflara ayrilirlar. insentisitler organoklorku insektisitler, organofosfatli insektisitler,
karbamatlar ve piretroitler olmak iizere dort sinifa ayrilmaltadirlar (URL, 1).

Piretroid pestisitler giiclii insektisit Ozelliklerinden ve c¢ogu hedef alinmayan
hayvanlara 6zelikle memelilere non toksik olmalarindan dolay1 organoklorlu ve organofosfatl
pestisitlere gore daha tercih edilen bir sekilde kullanilmaktadir. Piretroidler kolay bir sekilde
metabolize edilmelerinden dolayr ¢ogu hayvanda oldukca kisa bir omre sahiptir. Fakat
baliklarda durum boyle degildir. Ciinkii baliklar piretroidleri hidrolize eden enzim
sistemlerinden yoksundurlar (Haya, 1989). Sentetik piretroidler ne tam metabolize olurlar ne
de cabucak toksisitelerini kaybederler. Bu nedenle kalint1 ve birikimleri ¢ok ciddi problemlere
yol acar. Sularda pestisitlerin agir kontaminasyonlar1 oksijen kitligi dolayisiyla zehirlenmelere
onciilik eder ve baliklarin kitlesel Oliimlere yol agar (David ve Somasundram, 1985;
Venkatramesh ve Agnihothrudu, 1988; Brandbury ve Coats, 1989).

Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinden elde edilen piretroidler, 6zellikle pamuk
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ve diger bitki zararlilarina ve insanlarda ektoparazitlere kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir
(Dokmeci, 1988).

Piretroid pestisitlerin baslica hedefleri, sinir membranlarinin sodyum kanallaridir
(Eells ve ark., 1993). Bununla beraber, kalsiyum transport sisteminin degismesine neden
olurlar. Noromuskular baglantilarda ya da merkezi sinir sistemindeki norotransmitter
seviyelerinde degisikliklere neden olurlar (Matsumura, 1987). Cypermethrin sinir
filamentlerinin Na kanallarin1 bloke eder. Bu yiizden depolarizasyon fazini uzatir. Bundan
baska sinir filamentlerindeki GABA reseptorlerini de etkiler (Bradbury ve Coats, 1989;
Hayes, 1994).

Cypermethrin {(RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS)-cis-trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate)} igeren ¢ogu iiriinler cypermethrinin baliklara
toksisitesinden dolay1 US EPA tarafindan ‘kullanimi  sinirli  pestisitler’” olarak
siniflandirilmaktadir. Cypermethrin I simif (orta derecede toksik) toksik kimyasal olarak

siniflandirilmaktadir (URL, 2).

H H (RI-alcohol (15)-cis-acid
CH,
1
*,
/C=C\ C—O
Cl i CHs ) Q
Cl H
,fN
u::H3

Sl-alcohol (1R)-cis-acid

Alpha Cypermethrinin yapisi
Alpha-cypermethrin, -cis isomer, {[(R,S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl(R,S)-Cis-2,2-
dimethyl-3-(2,2-dichlorovinyl)-cyclopropanecarboxylate]} sentetik piretroid grubundan mide
ve temas yoluyla etkili sistemik olmayan bir insektisittir. Alpha-cypermethrin insektisit olan
cypermethrinin aktif izomeridir. Emici ve ¢igneyici boceklerin biiylik bir kismina oldukga

etkilidir. Ayn1 zamanda sivrisineklere, karasineklere ve hayvan barinaklarindaki diger zararh
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boceklere karst aktiftir (URL, 3). Son zamanlarda, balik kiiltiirlerinde ektoparazitlerin
kontrolii i¢in kullanilmaktadir (Hart ve ark., 1997; Boxaspen ve Holm, 2001; Das ve
Mukherjee, 2003). Bu uygulama, ¢esitli hedef dis1 akuatik canlilar iizerinde toksik etkilere
sebep olmustur (Burridge ve ark., 2000; Barata ve ark, 2001).

Alpha-cypermethrin kuglara ve memelilere toksik degildir. Fakat sucul omurgasizlara
ve baliklara yiiksek derecede toksiktir (Yilmaz, 2004; Saha and Kaviraj, 2003). Bu durum,
alpha-cypermethrinin baliklarda, kus ve memelilerden daha yavas bir sekilde elimine ve
metabolize olmasindandir. (WHO, 1992; Greulich ve Pflugmacher, 2003).

Bradbury ve Coats (1989) baliklarda cypermethrinin toksikolojisini incelemislerdir.
Alpha-cypermethrinin 96-saatlik LCsy degerini Cyprinus carpio igin 0.9-1.1 pg/l, Salmo
trutta i¢in 1.2 pg/l, Salmo gairdneri i¢in 0.5 pg/l, Scardinius erythropthalmus i¢in 0.4 pg/l ve
Tilapia nilotica igin 2.2 pg/l olarak bulmuslardir.

Baliklar toksikolojik patoloji ve akuatik ekosistemlerin saglhigin1 degerlendirmek icin
yaygin bir sekilde kullanilan yararli deneysel modellerdir (Garcia-Santos ve ark., 2006).
Bununla beraber alpha-cypermethrinin balik toksisitesi iizerinde yayinlanan deneysel
calismalar oldukc¢a sinirlidir.

T. nilotica, kiiltiir kosullarinda bakim ve beslenmeye uygun olmalari, iiremelerinin
kolay olmasi, kirlenme ve cesitli hastaliklara karsi direngli olmalar1 yiiziinden iyi biyolojik
model olarak taninan baliklarin en 6nemli gruplarindan birine aittir. Son yillarda T. nilotica
akuatik cevredeki kirleticilerin biyolojik etkilerini incelemek ig¢in indikatdr organizmalar
olarak kullanilmaktadir (Almedia, 2002). Cichlidae familyas1 ve Tilapia cinsine ait olan
Tilapia nilotica, tropikal bolgelerde 14-33°C sicaklikta ve genellikle Nil Nehri’nde
yasayabilen bir balik tliriidiir. Maksimum boy 60 cm, maksimum agirlik 4.324 kg olabilir.
Kanalizasyon suyu, sulama suyu, gdl, nehir gibi tatli su habitatlarinin genis cesitliliginde
ortaya c¢ikar. Counlukla giindiiz hareketlidirler. Besinleri genelde fitoplankton ve bentik
alglerdir ve ovipardirlar. Ag1z kuluckasi disi tarafindan yapilir (URL 4).

Histolojik inceleme; Kkirleticilere maruz kalmanin bir indikatorii olarak, 6zellikle
subletal ve kronik etkiler i¢in kirlilik derecesini degerlendirmede yararli bir yontemdir
(Bernet ve ark., 1999) ciinkii pestisitlerin eser seviyeleri, verilen bir periyotta hayvanin
Olimiine neden olmaz, fakat bu seviyeler, organlarda 6nemli zararlar meydana getirme
etkisinde olabilirler (Kumar ve Pant, 1984). Kirleticilere maruz kalmadan dolay:1 en biiyiik
yapisal zararlar hedef organlarda olabilir. Histolojik yapi degisebilir ve fizyolojik stres

meydana gelebilir. Bu stres metabolik fonksiyonlarda baz1 degisikliklere sebep olabilir.
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Fonksiyonlardaki degisiklikler hiicresel seviye ve dokulardaki degisikliklerle baslatilir.
Cevresel kirleticilerin sebep oldugu patoloji ¢aligmalarinin ¢ogunda nitel bilgilerin
kullanilmasina ragmen nicel bilgiler kirlilik i¢in daha iyidir (Jagoe, 1996).

Piretroitler lipofilik olmalarindan dolay1 yiiksek bir solunga¢ absorbsiyonuna
sahiptirler. Solungaclar, baligin dis ylizey alaninin en genis kismudir. Birka¢ mikrometrelik
solungaglar, sudan kani ayirmaktadir (Hughes, 1984). Bu birka¢ mikrometrelik kisim gaz
aligverisini kolaylastirir; fakat solunga¢ dokusunu ortamin degiskenleriyle karsi karsiya
birakir. Bundan baska solungaglar; respirasyon, osmoregiilasyon ve azotlu atik iirlinlerin
ekskresyonunu ve asit baz dengesini iceren bir¢cok fonksiyonu yapar (Wood, 1991).
Solungaclarin dis ¢evre ile siirekli temasi solungaclar1 sudaki kirleticilere karsi ilk hedef yapar
(Perry ve Laurent, 1993). Bu nedenle, kirleticilerin sebep oldugu solungaglardaki fonksiyonel
bozukluklar, baligin saghgina onemli bir sekilde zarar verebilir. Buna ilaveten balik
solungagclari, su kirlilik seviyelerinin en uygun indikatorleri olarak diisiiniilmektedir (Kirk ve
Lewis, 1993).

Cevresel kirleticilere karsi kanitlanmis hassasiyeti ve metabolizmadaki merkezi
rollerinden dolay1 karaciger, hem memeliler hem de baliklarda, organik ve inorganik
kimyasallarin letal ve subletal etkileriyle ilgili toksikolojik incelemelerde biiyiik bir ilgi
toplamustir (Wester ve Canton, 1986). Clinkii balik karacigeri, pestisitlerin biotransformasyon,
ekskresyon ve depo islemlerinde kullanilmaktadir. Detoksifikasyon mekanizmalarindaki
rollerinden dolayr 6nemli bir metabolik yer olan karaciger, pestisit etkisi altinda kalan
baliklarin hayatta kalmasi i¢in ¢cok 6nemlidir (Arnold ve ark., 1995).

Daha yiiksek omurgalilarda oldugu gibi baliklarda da bdbrek i¢ cevrenin
kararliliginda, elektrolit ve su dengesiyle ilgili dnemli fonksiyonlar gerceklestirirler. Bobrek
metabolizmadan amonyak, kreatinin ve iire gibi nitrojen iceren atik irilinleri uzaklagtirir.
Pestisitler gibi toksik maddelere baliklarin maruz kalmasini izleyen doku degisiklikleri
glomerulus ve tiibiil epiteli seviyelerinde bulunmustur (Teh ve ark., 1997). Su kirliligi
baliklarda patolojik degisiklikler meydana getirir. Kontaminantlara maruz kalmanin bir
indikatorii olarak histopatoloji, ekolojik kirliligin derecesini degerlendirmek i¢in yararl bir
aractir. Baliklar ¢evresel kirligin izlenmesinde uygun bir indikatordiir. Ciinkii hem beslenme
yoluyla hem de direkt olarak sudan kirleticileri alarak dokularinda yogunlastirirlar. Béylece
besin zinciri yoluyla kirliligin taginmasina imkan saglarlar (Fisk ve ark., 2001; Boon ve ark.,

2002).
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Piretroid pestisitler baliklarda enzim seviyelerinde, biyokimyasal, histopatolojik ve
hematolojik parametrelerde degisikliklere sebep olmustur. Histopatoloji, ¢evresel kirleticilerin
mekanizmalarinda ve hedef dokularin arastirilmasinda indikator bir malzeme olarak yararh
oldugu icin se¢ilmistir (Hinton and Lauren, 1990). Sublethal konsantrasyonlarda deltamethrin
uygulanmig Gambusia affinis’in solunga¢ dokularinda epitel ayrilmasi ve 6dem, sekonder
lamellerde flizyon, primer lamellerde hemoraji, nekroz ve deskuamasyon, karaciger
dokularinda bulanik sisme, yag dejenerasyonu ve nekroz gibi lezyonlar gzlenmistir (Cengiz
ve Unlu, 2006). Cypermethrin uygulananan gokkusagi alabaliginin bazi dokularinda (deri,
dalak, kranial ve kaudal bobrek) histopatolojik degisiklikler gozlenmezken solungaglarin
sekonder lamellerinde aneurizm ve karacigerde hepatositlerde dejenerasyon gozlenmistir
(Velisek ve ark., 2006).

Aciklanan bu histolojik  degisikliklere ilaveten, pestisitler —organizmalarin
biyokimyasinda da 6nemli degisiklikler yapabilmektedir. Tilapia mossambica’nin karaciger,
solungag ve beyin dokularinda lipit metabolizmasi1 iizerinde cypermethrinin sublethal
konsantrasyonlarinin etkileri incelenmis ve cypermethrin stresi sirasinda ayni anda yapilan
lipoliz ve lipojenez ¢alismasinda gliserol igerikte bir azalma ve serbest yag asiti, lipaz ve total
lipitte bir artis gozlenmistir. Fosfolipit seviyeleri diismiis, kolesterol tiim dokularda
yikselmigtir. (Reddy ve ark., 1991). Cypermethrinin subletal maruz birakilmasi Labeo
rohita’nin dokularadaki enzim seviyelerinde, biyokimyasal ve hematolojik parametrelerde
degisiklige sebep olmustur (Das ve Mukherjee, 2003). Cyprinus carpio cypermethrinin
sublethal konsantrasyonuna, protein metabolizmasinin ¢esitli parametrelerini analiz etmek
icin maruz birakilmistir. Serbest amino asit proteaz aktivitesi, aspartat aminotransferaz ve
alanin aminotransferaz cypermethrin stresinde 6nemli 6l¢iide ylikselirken, total, yapisal ve
¢Ozlinmiis proteinler azalma gostermistir. Boylece cypermethrin stresindeki baligin protein
metabolizmasindaki ¢esitlilik, protein sentetik metabolizmasinin bozulmasina sebep olmasi
nedeniyle hiicre metabolizmasinda toksik etkiler gostermistir (David ve ark., 2004).

Glikojen glikozun bir depo sekli olarak ozellikle kas ve karacigerde bulunur. Kas
dokusu glikojeni sadece kendi enerjisi i¢in kullanir. Buna karsin karaciger glikojeni plazma
glikozunun oncelikli bir kaynagidir. Gereksinim durumunda her iki dokuda depolanan
glikojen glikojenolizise ugrar ve bunun sonucunda depo glikojen diizeyi azalir (Gluth ve
Hanke, 1985). Glikojenolizis kas ve karaciger dokularinda farkli kirleticilerin olusturdugu
stres sonucu artabilir (Narendra ve Srivastava, 1981; Gupta ve Srivastava, 1982). Glikojen

igeriginde gozlenen azalma kirletici stresiyle meydana gelen hypoxia altinda ekstra enerji
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istegini  karsilamak icin anaerobik glikolizis vasitasiyla depo edilen glikojenden
yararlanildigim1 gosterir (Heath, 1987). Kadmiyumun subletal konsantrasyonlarina maruz
birakilan T. nilotica’nin karaciger ve kasindaki glikojen igeriginin anlamli azalmasi hypoxia
altinda yada kimyasal stres altinda gerekli enerjiyi karsilamak i¢in anaerobik glikolizis
vasitastyla depo edilen glikojenden yararlanildigini gosterir (Dhavale ve Masurekar, 1986).

Askorbik asit baliklar1 da igeren hayvanlarda normal fizyolojik fonksiyonlar igin
gerekli bir vitamindir (Wilson, 1973). Teleostlerin ¢ogu askorbik asiti bu vitaminin sentezi
icin gerekli son enzim olan L-gulono lactone oksidaz (GulL-ox) ‘mn eksikligi nedeniyle
sentezleyemezler. (Wilson, 1973). Askorbik asitin dogal kaynaklar1 baligin normal
biiylimesinde yetersizdir (Roy ve Guha, 1958). Bu yiizden balik diyetlerinde vitamin C nin
yetersiz saglanmasi genellikle spinal deformasyon, kollojen olusumunun zayiflamasi, i¢
hemoraji ve biiyliimenin yavaglamasi gibi belirtiler gosterir (Halver ve ark., 1969).
Oncorhynchus mykiss ve Ictalarus punctatus gibi bazi balik tiirlerinde vitamin C diyeti
muhtemelen fagositik hiicreler {izerindeki antioksidant 6zelliginden dolayr immiin yaniti
etkiledigi saptanmigtir (NCR, 1993).

C vitamini fogositik aktivite, solunumun hizlanmasi, strese karsi direncin artmast
(Durve ve Lovell, 1982 ) ve onaric1 etkiler gibi immiinolojik parametreler iizerinde etkilidir.
Bag dokuda prokollojenin kollojene doniisiimii i¢in gereklidir. Baz1 ndroendokrin peptidleri,
ndroepinefrin ve karnitinin biyosentezine katilir ve azalan gerekli enzimleri korumak i¢in
yardim eder. Askorbik asit eksikligi immiin sistemin zayiflamasi, yaralarin gec iyilesmesi,
kilcal damarlarin hassalasmasi, iskelet bozukluklari, biiylime oraninda azalma ve bakteriyel
hastaliklara kars1 daha hassas olan tiirler ortaya ¢ikmasina neden olur (Lim ve Lovell, 1978).

Askorbik asit membranlar ve biyolojik sivilarda ROS (Reaktif Oksijen Tiirii)
tizerindeki antioksidant kapasitesi nedeniyle de bilinmektedir (Lee ve Dabrowski, 2003).
Diisiik oksijen, yiiksek tuzluluk gibi ¢evresel stresorlere maruz kalan bazi balik tiirlerinde
yiiksek seviyeli askorbik asitin stres toleransini arttirdigi saptanmistir (Ishibashi ve ark.,1992;
Merchine ve ark., 1996; Gapasin ve ark.,1998). Askorbik asit suda ¢oziinen bir
antioksidanttir. Bununla birlikte kararsiz vitaminlerden biridir. Hava, sicaklik, oksidaz
enzimleri ve multivalent katyonlar ile kolayca okside olurlar (Hilton ve ark.,1977).

Bir¢ok c¢alismada askorbik asit ilave edilen diyetlerin yalnizca baligin biiyiimesine
yardim etmedigi ayn1 zamanda balig1 bir¢ok pestisitin toksisitesinden korudugu saptanmistir
(Kutsky, 1973, Blanco ve Meade, 1980 ). Bazi calismalarda askorbik asit, pestisit

toksisitesine karsi antitoksik etmen olarak kullanilmistir. Ancak balikta direng tiretmek i¢in



askorbik asit ilaveli diyet toksikantin tipine ve balik tiirlerine baghdir.

Bu ¢alismada Cichlidae familyasindan olan tatli su balig1 Tilapia nilotica’ya piretroit
insektisit alpha-cypermethrinin sublethal konsantrasyonlarinin kas, karaciger, solungag
dokularindaki protein diizeyi ile kas ve karaciger dokularindaki glikojen diizeyi iizerine
kantitatif etkileri ve karaciger, solunga¢ ve bobrek dokularindaki histopatolojik etkileri

tizerinde askorbik asitin iyilestirici ve koruyucu etkilerinin saptanmasi amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

SAHIB ve ark. (1984), Tilapia mossambica‘nin dokularinda protein diizeyine malathionun
etkilerini arastirdilar. Protein diizeyi konrole gore diisiik bulundu.

FERRANDO ve GLUTH ve HANKE (1985), Cyprinus carpio‘da gesitli kirleticilerin neden
oldugu fizyolojik degisiklikleri arastirdilar. Gereksinim durumunda kas ve karacigerde
depolanan glikojenin azaldigini saptadilar.

GILL ve ark. (1988), baligin Metoksi Etil Civa Klorite maruz birakilmasi sonucunda bobrek
ve solunga¢ patolojisi incelediler. Solungaglarda aneurizm, epitel nekrozu, klorid
hiicrelerininin hipertrofisi, flizyon ve mukus hiicrelerinin azalmasi ve bdbrekte nekroz,
piknotik ¢ekirdek, glomerulus atrofisi,ve 6demli olan lezyonlar gézlendi.

RICHMONDS ve DUTTA (1989), Lepomis macrochirus’ ta Malathionun neden oldugu
solunga¢ lezyonlarin1 arastirdilar. 24, 48, 72, 96 saatlik uygulamada epitel ayrilmasi ve
nekroz, ddem, sekonder lamellerde fiizyon ve sekonder lamelde atrofi gozlendi.

GILL ve ark. (1990-a), tath su baliginda (Puntius conchonius) i¢ pestisitin
hepatotoksisitesini aragtirdilar. Aldikarb, fosfamidon ve endosulfanin sebep oldugu hepatik
lezyonlar; hipertrofi, vakouol olusumu, nuklear piknoz, karyolizis ve hepatositlerin yag
dejenerasyonu seklinde not edildi.

GILL ve ark.(1990-b), Endosulfan uygulanmis tatlisu baligi Barbus conchonius‘ta organ ve
kan kimyas: {izerinde endosulfanin etkilerini arastirdilar. Kanda total lipit, kolesterol ve
proteinler kontrole gore azalirken serbest yag asidi, glikoz, total fosfat ve laktat yiikseldigi
kaydedildi.

ANDREU-MOLINER (1991), Lindan uygulanan tath su yilan baligmin beyninde bazi
biyokimyasal parametrelerin degisimini arastirmislardir. Beyinde 6, 12, 24, 72 saat
uygulamada glikojen seviyesi azaldi.

KARAN ve ark. (1998), bakir siilfat etkisinden sonra Cypninus carpio’nun solungag
histopatolojisi ve fonksiyonel enzim aktivitelerini ve iyilestirme siirecinden sonraki
durumlarin arastirdilar. Solungag lezyonlarindan geri doniisiimlii olanlar iyilesme siirecinden
sonra iyilesme gosterdi. Uygulama evresinde yiikselen enzim aktivitesi iyilesme siirecinde
azald.

GUHA ve KHUDA (2001), Oreochromis mossambicus‘ta etil metan siilfonatin (EMS)
neden oldugu genotoksik etkide vitamin C’ nin etkilerini aragtirdilar. EMS uygulamasi
kromozomlarda sapma, kirmizi kan hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde ayrilma, anormal

spermatozoon, ¢esitli dokularda protein sentezinde hareketlilik saptanmistir. Buda, balikta
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EMS nin bazi toksik etkileri vitamin C uygulamasi ile iyilestirilebilir ve hafiflestirilebilir
oldugunu ortaya koydu.
BHAVAN ve GERALDINE (2001), Endosulfana maruz kalan Macrobrachium
malcolmsonii dokularinda biyokimyasal stres yanitlarini incelemislerdir. Protein diizeyi
kontrole gore azalma gdstermistir.
ARRIGONI ve DE TULLIO (2002), askorbik asitin antioksidant ve diger 6zelliklerini
arastirdilar.
DATTA ve KAVIRAJ (2003), tatlisu kedi baligi Clarias gariepinus‘ta strese neden olan
deltamethrinin etkisini azaltmak i¢in askorbik asitli diyet uyguladilar. Sonu¢ olarak diisiik
seviyedeki askorbik asit ilaveli diyetin stresi iyilestirmedigi ve yeterli miktarda askorbik
asit ilaveli diyetin deltamethrin toksisitesi tizerinde iyi bir islevi oldugu ortaya c¢ikti.
CALISKAN ve ark. (2003), Lebistes reticulatus’un solungaglar1 fiizerinde =zeta
cypermethrinin etkilerini arastirdilar. 15, 20, 26, 35 ug/l sublethal konsantrasyonlarin
uygulanmasi sonucunda sekonder lamelin kisalmasi, hiperplazi, nekroz ve epitel tabakanin
ayrilmasi gozlendi.
SARKAR ve ark. (2004), Labeo rohita’da karbofuran ve cypermethrinin neden oldugu
histopatolojik degisiklikleri ve uygulama sonrasinda iyilestirmeyi incelediler. Iyilesme
siirecinde normale geri donmek i¢in uzun bir siire¢ gerekli oldugu i¢in tamamen iyilesme
gozlemediler.
BEGUM (2005), cypermethrinin sublethal konsantrasyonlarinin Clarias batrachus’un
karaciger ve solunga¢ dokularindaki total protein, amino asit, glikojen, aminotransferaz
(ALAT, AAT), glutamat dehidrojenaz ve glikojen fosforilaz gibi enzimlere olan etkilerini
calisti. Protein igerigi uygulama sonunda azalma gosterdi. Fakat iyilestirme sirasinda her iki
dokuda da artti. Uygulama esnasinda 1. ve 5. giin azalan glikojen miktar1 10. giin artis

gosterdi ve iyilestirme siirecinde artis not edildi.



10

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Balik orneklerinin temini

Tilapia nilotica Africa kokenli bir balik tiiri olup, kiiltiir kosullarinda bakim ve
iiremesinin kolay olmasi, besin maddelerini iyi degerlendirmesi, kirlenmeye ve c¢esitli
hastaliklara kars1 direncli olmasi bu tiiriin kiiltiir balik¢iligindaki 6nemini her gecen giin
arttirmaktadir (Saruhan ve Toral, 1980). Deney materyali olarak kullanilan T. nilotica
ornekleri, Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan saglandi. T.
nilotica Africa kokenli bir balik tiirii olup, kiiltiir kosullarinda bakim ve tiremesinin kolay
olmasi, besin maddelerini iyi degerlendirmesi, kirlenmeye ve ¢esitli hastaliklara kars1 direncli
olmas1 bu tiirlin kiiltiir balik¢iligindaki 6nemini her gegen giin arttirmaktadir (Saruhan ve
Toral, 1980). Baliklar anestezik madde (phenoxiethanol 200 mg/l) kullanilarak laboratuara
getirildi.Yakalanan baliklarin miimkiin oldugunca birbirine yakin boy ve agirlik degerine
sahip olmasina 6zen gosterildi. Bu sekilde balik dokularinda, yasa ve agirliga bagli olabilecek
varyasyonlarin olabildigince azaltilmasi amaglandi. Baliklarin ortalama viicut agirhig: 16.40+

4.20 gr ve total uzunlugu 10.98+1.46 cm olarak ol¢iildii.

3.2. Deney diizeneklerinin hazirlanmasi

Dicle Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Hidrobiyoloji Arastirma
laboratuarina getirilen T. nilotica drnekleri, igerisinde dinlendirilmis musluk suyu bulunan ve

merkezi havalandirma sistemi ile devamli havalandirilan 40%35x40 cm boyutlarinda 6 adet



11
akvaryuma birakilarak, bir hafta boyunca laboratuvar sartlarina aligmalar1 saglandi.
Aydinlatma dort adet flouresan lamba (Daylight 36 W/54) ile saglandi. Aydinlatma 8§ saat
aydinlik, 16 saat karanlik olacak sekilde diizenlendi. Adaptasyon ve test asamalarinda
laboratuvar termostatli klima ile 23+1 °C sabit sicaklikta tutuldu. Adaptasyon siiresi boyunca
baliklar her defasinda viicut agirliginin %1°1 olacak sekilde giinde 1 kez ticari olarak satilan
pellet diyetlerle beslendi. Calisma sirasinda akvaryumdaki suyun kimyasal 6zellikleri Tablo
1’de verildi.

Tablo 1. Laboratuvar sartlarinda kurulan akvaryumdaki suyun kimyasal 6zellikleri:

Kimyasal Parametreler

PH 7.94+0.505
Coziinmiis oksijen 7.5+0.38mg/1

Total klor 42.6 mg/l

Toplam sertlik 287+2.35 mg/l CaCO;
Mg 36 mg/l

Elektriksel iletkenlik 7.94 Mmho/cm
NO3-N 2.1 mg/l

NO2-N 0.002 mg/1

3.3. Kimyasallarin hazirlanmasi

Teknik alpha-cypermethrin stok solusyon hazirlanincaya kadar +4 °C’de muhafaza
edildi. Stok alpha-cypermethrin soliisyonu, teknik saf alpha cypermethrinin aseton igerisinde
¢oziindiiriilmesi ile elde edildi. Stok pestisit soliisyonundan aseton ile bir dizi sulandirmalar
yapilarak istenilen konsantrasyonlara wulasildi. Her test sollisyonu, stok pestisit
sollisyonunundan taze olarak hazirlandi. Deneyde cypermethrinin 0.22 pg/l ve 0.44 ng/l
subletal derisimleri kullanildi. Test edilen cypermethrin konsantrasyonlar1 96 saatlik LCs
degerinin %10 ve %20’si idi. T. nilotica i¢in cypermethrinin 96 saatlik LCsy degeri Bradbury
ve Coats (1989) tarafindan 2.2 pg/l olarak bulunmustur. Pestisitin yarilanma omri ve
buharlagsma gibi nedenlerle, test soliisyonlarinin derisimlerinde zaman icerisinde degisimler
olabilecegi goz Oniine alinarak, test soliisyonlarinin yaklasik % 50’si her giin bosaltilarak
yerine yeni hazirlanmig soliisyonlar ilave edilmistir. Teknik saf alpha-cypermethrin (%98)
Hemakim Tibbi Uriinler Ticaret ve limited sirketinden ve aseton SIGMA-ALDRICH®,
firmasindan elde edilmistir. Baliklar asagidaki gibi 6 deney grubuna ayrildi. Ve ayrn
akvaryumlara yerlestirildi. Her bir grup i¢in 25 balik kullanildu.

Grup-I. Pestisit icermeyen ve kontrol diet ile beslenen baliklar igeren grup (n=25)
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Grup-II. Pestisit igermeyen, alpha-cypermethrin konsantrasyonlarinin sulandirilmasi igin
kullanilan asetonun maksimum seviyesi ilave edilen ve kontrol diet ile beslenen baliklari

iceren grup (n=25)

Grup-III. Alfa-cypermethrinin %10’luk konsantrasyonuna maruz birakilan ve kontrol diet ile

beslenen baliklar1 iceren grup (n=25)

Grup-IV. Alfa-cypermethrinin %10’luk konsantrasyonuna maruz birakilan ve C vitamin

destekli diet ile beslenen baliklar1 igeren grup (n=25)

Grup-V. Alfa-cypermethrinin %20’luk konsantrasyonuna maruz birakilan ve kontrol diet ile

beslenen baliklar1 igeren grup (n=25)

Grup-VI. Alfa-cypermethrinin %20’luk konsantrasyonuna maruz birakilan ve C vitamin

destekli diet ile beslenen baliklar1 igeren grup (n=25)

Grup I ve Grup II kontrol gruplaridir. Grup III, IV, V ve VI ise deneysel gruplardir.
20. giin sonunda III., IV., V. ve VI. grup baliklara cypermethrin uygulamasi durduruldu. Grup
I, IV, V ve VI ya ait baliklar 15 giin boyunca C vitamin destekli diet ile beslendi.

Deney sirasinda gruplarda dlen baliklar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Deney sirasinda 6len baliklar

Gruplar Olen balik sayisi % Oliim
1 n=25 - 0
111 n=25 - 0
Uil n=25 2 8
v n=25 1 4
\% n=25 - 0
VI n=25 - 0

3.4. Diyet hazirlama

Deneysel diyetler ticari pellet diyetinden laboratuarda hazirlandi. Kontrol diet, ticari
pelletin 100 gramina 0.25 ml balik yaginin spreylenmesi ile elde edildi. C vitamini eklenmis
diyet ise 100 gr ticari pellete 300 mg L(+)-Ascorbic acid sodyum tuzu ilave edilmesi ile

hazirland1 ve sonra pelletin 100 gramina 0.25 ml balik yaginin spreylenmesi ile C vitamininin
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pelete yerlesmesi saglandi (Cuesta ve ark. 2002). Vitaminler 1s1 ve neme oldukca hassas
olduklar1 ve etkilerini uzun depolama esnasinda kaybedebilecekleri i¢in tiim deneysel dietler
giinliik olarak hazirlandi. Deney siiresi boyunca baliklar her defasinda birey agirliginin %1°1

olacak sekilde giinde 1 kez deneysel diet ile beslendiler.

Yem hazirlamada kullanilan ticari yemin (Golden Fish Food) igerigi asagida tabloda
verilmistir (Tablo 3). Deneyde kullanilan L(+)-Ascorbic acid sodyum tuzu FLUKA® (A4403),
balik yagi SIGMA-ALDRICH® firmasindan elde edildi.

Tablo 3. Kullanilan balik yeminin igerigi

Protein 35%
Yag 3%
Lif 5%
Su 10%
Digerleri( multivitamin, gerekli
mineraller vs.) 47%

3.5. Histolojik preparatlarin hazirlanmasi

Histopatolojik degisiklikleri belirlemek amaciyla, hem kontrol grubu hem de deney
gruplarinin her birinden 10., 20. ve iyilestirme periyodunun 15. giiniinde en az 3 balik
cikarilarak 50 mg/l MS-222 igeren ¢ozeltiye almarak 2-3 dakika i¢inde sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilen baliklarin solungag, karaciger ve bobrekleri alinarak %10°luk formalin
fiksatifi ile tespit edildi. Tespitten sonra pargalar, 1 gece boyunca akarsu altina birakilarak
fiksatifin dokudan uzaklagmasi saglandi. Dokular artan etil alkol serilerinden (%30, %50,
%70, %80, %90, %96, %100) gecirilerek dehidre edildi. Ksilende saydamlastirilan dokular,
parafin banyolarindan sonra 58-60 °C’de erimis parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan
LEICA rotary mikrotom ile 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Ksilen ile parafinden kurtarilan
kesitler, Hematoksilen-Eozin ile boyandi (Gurr, 1972). Hazirlanan preperatlar, Nikon YS100
marka 151k mikroskobu ile incelendi. Coolpix 8400 marka fotograf makinesi ile fotograflandi.

Deneyde kullanmilan MS-222 (E10521), parafin, ksilen ve hematoksilen (MHS-16)
SIGMA-ALDRICH®, formaldehit ve Eosin Y (E4009) FLUKA®, etil alkol Aklar Kimya

firmalarindan elde edilmistir.
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3.6. Biyokimyasal ¢calisma

Deneyin 10. ,20. ve iyilestirme silirecinin 7. ve 15. giinlerinde alinan iskelet kasi,
karaciger ve solungag¢ doku ornekleri -28 °C de ¢aligmaya baslanincaya kadar muhafaza
edildi. T. nilotica 6rneklerinden glikojen oziitlenmesi i¢in, Roe ve ark. (1961) tarafindan
gelistirilen yontem, elde edilen glikojenin miktar tayini i¢in “Antron Testi”kullanildi. Protein
oziitlenmesinde ise Plummer (1971) tarafindan agiklanan yontem ve teknikler izlendi. Protein
miktar tayininde ise “Kantitatif Biiiret Testi” yontemleri uygulandi.
3.6.1. Protein oziitlenmesi

Kas, karaciger ve solunga¢ doku oOrneklerinin yas agirliklar1 saptandiktan sonra
%10’luk 10 ml trikloresetikasit eklendi.Ultra-turrax; T-25 homojenizatér ile 24.000 dev/dak
da 5 dakika homojenlestirildi. Homojenlestirme islemi sicakligin 15°C nin iistiine ¢ikmamasi
icin buz kaliplar igindeki tiipte yapildi. Elde edilen homojenat daha sonra 3500 dev/dak. da
10 ml triklorasetikasit eklenerek 5 dakika santrifiijlendi (Hettich; EBA20). Daha sonra
sipernatant kisim tiiplerden pipet yardimiyla uzaklastirildi. Presipitant tizerine 5 ml %95 ‘lik
etil alkol ilave edilerek 3500 dev/dak. da 15 dakika santrifijjlendi. Siipernatant kisim
uzaklagtirilip protein oOziitleri ig¢indeki lipitlerin uzaklagsmast icin Sml % 95°lik etil alkol
eklenip 3500 dev/dak. da 15 dakika santrifiijlenme islemi tekrar yapildi. Bu islem sonucunda
elde edilen ¢okelti 37°C etiivde alkolii buharlasip iyice kuruyuncaya kadar bekletildi. Ezilerek
toz haline getirilen karaciger 0rnegi toplam 5 ml, kas ve solungag¢ 6rnekleri 50 ml olacak

sekilde saf su ilave edildi (Plummer, 1971).

3.6.2. Protein miktar tayini:

Orneklerin protein miktar tayini igin iyice ¢alkalanan ¢dzeltiden 2 ml almarak iizerine
3 ml kantitatif biiiret ayiract eklendi. Ornekler 37°C etiivde 10 dakika bekletildikten sonra
coOzelti i¢indeki partikiillerin ¢oktiiriilmesi i¢in 3500 dev/dak. da 5 dakika santrifiijlendikten
sonra spektrofotometre tiiplerine aktarildi. Orneklerin absorbans degerleri 540 nm dalga
boyunda spektrofotometre (SHIMADZU UV-VIS SPECTROPHOTOMETER mini 1240)
yardimyla 6lgiildii. Orneklerdeki protein miktarmin belirlenmesi amaciyla protein standartlart
hazirlandi. Bunun i¢in 1 gr yumurta albumini 100 ml oluncaya kadar saf suda ¢oziilerek
10mg/ml stok ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozeltiden seyreltilerek 1, 2, 4, 6, 8, 10 mg/ml seyreltik
cozeltiler ve kor hazirlandi1 (Tablo 4). Hazirlanan 2 ml degisik kansantrasyonlardaki ptotein
cozeltilerinin her birine 3 ml bitiret ayiraci eklenip 37°C etiivde 10 dakika bekletildikten sonra

sogutulup absorbansi 540 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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Tablo 4. Protein standardi hazirlanmasi

Stok protein ¢ozeltisinden Saf su (ml) Biuret
alinan miktar (ml) ayiraci(ml)
1 0.2 1.8 3
2 0.4 1.6 3
3 0.8 1.2 3
4 1.2 0.8 3
5 1.6 0.4 3
6 2 - 3
Kor - 2 3

3.6.3. Glikojen oziitlenmesi:

Kas ve karaciger doku Orneklerinin yas agirliklar1 saptandi.10 ml %10’luk
triklorasetikasit ilave edildi. Ultra-turrax; T-25 homojenizator ile 24.000 dev/dak. 5 dakika
homojenlestirildi. Elde edilen homojenat daha sonra 3500 dev/dak. da 10 ml triklorasetikasit
eklenerek 15 dakika santrifiijlendi. Daha sonra siipernatant kisim tiiplerden pipet yardimiyla
baska bir tiipe aktarilarak {izerine ¢ozeltinin hacminin iki kat1 kadar %95°1ik etil alkol ilave
edildi. Tiipler sicak su banyosunda 37°C etiivde bir gece bekletildikten sonra 15 dakika
santrifiijjlendi. Siipernatant kisim atildi ve elde edilen oziitler 37°C etiivde alkoli
buharlasincaya kadar bekletildi. Daha sonra kas, karaciger dokusuna ait glikojen oziitleri saf

suile 5 ml’ ye tamamlandi analize hazir hale getirildi (Roe ve ark 1961).

3.6.4. Glikojen miktar tayini:

Glikojen igerikli ¢ozeltiden 1 ml alinarak iizerine 4 ml antron ayiraci eklenen 6rnekler
10 dakika 37°C de sicak su banyosunda bekletildi. 3500 dev/dak. da 5 dakika santrifiijlendi.
Daha sonra spektrofotometre tiiplerine aktarilan 6rneklerin absorbansi 620 nm dalga boyunda
olgiildii. Orneklerdeki glikojen miktarinin belirlenmesi amaciyla glikojen  standartlar
hazirlandi. Bunun i¢in 1 gr saf glikojen 100 ml oluncaya kadar saf suda ¢oziilerek 10 mg/ml
stok c¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozeltiden seyreltilerek 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 mg/ml seyreltik
cozeltiler ve kor hazirlanmistir (Tablo 5).

Hazirlanan 1 ml degisik konsantrasyonlardaki glikojen ¢dzeltilerinin her birine 4ml
antron ayiraci eklenip 37°C sicak su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra 3500 dev/dak
da 5 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra spektrofotometre tiiplerine aktarilan drneklerin
absorbanslar1 620 nm de okunmustur. Deneyde kullanilan triklorasetikasit (490-10) FLUKA®,
Antron ayiract MERCK® (A1631), glikojen standard: (G0885) ve yumurta albumini (A5253)
SIGMA-ALDRICH® den elde edilmistir.



16

Tablo 5. Glikojen standardi hazirlanmasi

Stok glikojen Saf su Antron
¢oOzeltisinden alinan (ml) ayiraci(ml)
miktar (ml)

1 0.01 0.99 4

2 0.02 0.98 4

3 0.04 0.96 4

4 0.06 0.94 4

5 0.08 0.92 4

Kor - 1 4

Antron ayiracim1 hazirlamak i¢in; 20 mg antron 5 ml konsantre H2SOs igerisinde
¢Oziildii ve 10 ml %60°lik H2SO4 eklendi.

Biiiret ayiracin1 hazirlamak icin 6 gr Na-K tartarat (NaKCsH4O64H20), 1.5 gr bakir
siilfat ile karistirildi. 500 ml saf su eklendi ve ¢ozildii. %10’luk 300 ml NaOH ¢ozeltisi
birinci ¢ozeltiye yavas yavas eklendi ve 1 litreye tamamlandi ve karistiristirildi.

Deney verilerinin istatistik degerlendirmesi “Regresyon Analizi” ve “Student Newman

Keul’s Test (SNK) "uygulanarak yapildi (Rohlf ve Sokal, 1969; Sokal ve Rohlf, 1969).



17
4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik bulgular
4.1.1. Solungag¢
4.1.1.1. Kontrol gruplari: Bukkal boslugun her iki yaninda 4 solungac¢ yay1 vardir. Her yay
filamentlerden olusmustur. Her filamentin alt ve {ist her iki yiiziinde filament eksenine dikey
olarak olugmus ve filamentin enine ikincil katlar1 olan ¢ok sayida solunga¢ lameli bulunur.
Lameller ince bir tabaka epitelle ortiiliidiir. Her lamel ince bir bazal membranla sarili olan ve
pillar hiicreleri denilen destekleyici hiicrelerce sinilisoid diye adlandirilan ¢ok sayida kanallara
ayrilmistir. Her kapiller (siniisoid) limende bir yada iki eritrosit bulunabilir ve sekonder
solunga¢ lamelinin bazi kisimlarinda, mukus hiicreleri ve lamelin temelinde asidofilik
ozellikteki klorid hiicreleri bulunur.

Deneyde kontrol baliklarimin solungaglart normal goriiniimdedir ancak sekonder

lamelleri ceviren epitel hiicrelerinde ¢ok hafif bir hipertrofiye rastlanmistir (Resim 1, 2).

4.1.1.2. Deney gruplari: 10. 20. ve 35. giinlerde farkli gruplardan histolopatolojik
uygulamalarin semikantitatif sonuglar1 Tablo 6’da sunulmustur. Uygulama evresinde bazi
solunga¢ lezyonlar1 ve bunlarin iyilesme siireci sonundaki durumlari Resim 3-14 de
gosterilmigtir. Lamel epitelinin ayrilmasi ve odem ¢alisilan iki konsantrasyonda da
kaydedilmistir. (Resim 3, 6, 8, 12, 14). 10. giinde hiperplazi, deskuamasyon, nekroz, sekonder
lamellerde kaynagma ve pillar hiicre sisteminin kirilmasi lezyonlarinin I'V. grupta olusmadigi
gbzlenmistir (Resim 4).

Farkli cypermethrin konsantrasyonlarina maruz kalmis Tilapia nilotica’ nin solungag
dokularinda ¢ok sik goriilen lezyonlardan biri sekonder lamel epitelinin hiperpazisidir. Bu
lezyonlar ilk konsantrasyon (0.22 pug/l) ile goriilmeye baslanmistir. Toksikant
konsantrasyonun yiikselmesi ile (0.44 npg/l) artan hiperplazi sonucunda bir¢cok sekonder
lamelin tamamen kaynasmasi saptanmistir. Lameller arasi alan epitel hiicreleri ile dolmustur
(Resim 9). lyilesme periyodunda bu hiicrelerde azalma gozlenmistir (Resim 13). Morfolojik
degisikliklerin doniisiimlii olanlarin ¢ogunda iyilesme silirecinden sonra fark edilebilir bir
iyilesme saptanmistir. Lamel epitelinin ayrilmasi, sekonder lamellerin kaynagmasi gibi
lezyonlarda fark edilebilir bir iyilesme s6z konusudur (Resim 4, 6). Ancak bazi doniisiimsiiz
yada geri donlisimii zor olan nekroz ve deskuamasyon gibi lezyonlarda bir iyilesme

gozlenmemistir (Resim 14). Pillar hiicre sisteminin kirilmasi 10. ve 20. giinlerde siddetli bir
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sekilde goriilmiistiir (Resim 3, 4 ve 7) ve iyilestirme siirecinde tiim gruplarda fark edilebilir

derecede azalma saptanmustir.

Resim 1 I. grup (kontrol) 20. giin, a; primer lamel, b; sekonder lamel, c; pillar hiicresi, d;
eritrosit, e; epitel hiicresi,f; mukus hiicresi, H&E x 400

Resim 2 II. Grup (asetonlu kontrol) 20. giin,a; epitel hiicresi,b; primer lamel, c; sekonder
lamel, d; eritrosit, e; mukus hiicresi, f; pillar hiicresi, H&E x 400

Resim 3 III. grup 10. giin, a; epitel ayrilmasi, b; pillar hiicre sisteminin kirilmasi, H&E x
400

Resim 4 IV.grup,10.giin, a; epitel hipertrofisi, b; siniizoitlerde dilatasyon, c; pillar hiicre
sisteminin kirilmasi, H&E x 400

Resim 5 V. grup, 10. giin, a; nekroz, b; sekonder lamelde kaynagsma, H&E x 400

Resim 6 VI. grup, 10. giin, a; aneurizm, b; epitel ayrilmasi, c; epitel hipertrofisi, H&E x 400



Resim 7 III. grup 20. giin a; atrofi, b; deskuamasyon ve nekroz , c; pillar hiicre sisteminin
kirilmasi, d; sekonder lamelin kaynagmasi, H&E x 400

Resim 8 1V. grup 20. giin, a; epitel ayrilmasi, b; sekonder lamelde fiizyon, c; aneurizm, d;
siniizoitlerde dilatasyon, e; atrofi, H&E x 400

Resim 9 V. grup 20. giin, a; sekonder lamelde kaynasma, H&E x 400

Resim 10 VI. grup 20. giin, a; epitel hipertrofisi, b; sekonder lamelde kirilma, H&E x 400
Resim 11 III. grup iyilestirme a; sekonder lamelde kirilma, b; epitel hipertrofisi, H&E x 400
Resim 12 IV. grup iyilestirme a; epitel hipertrofisi, b; epitel ayrilmasi, H&E x 400

Resim 13 V. grup iyilestirme, a; sckonder lamelde kaynasma, b; 6dem, c¢; deskuamasyon,
H&E x 400

Resim 14 VI. grOup iyilestirme a; epitel ayrilmasi, b; deskuamasyon ve nekroz, c; sekonder
lamellerin ¢cokmesi, H&E x 400



Tablo 6. Solungaclarda saptanan lezyonlarin kalitatif degerlendirmesi
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Histolojik Degisiklikler Siire Gruplar
11 111 v \ VI
Epitel hiperplazisi 10.giin + - ++ -
20.glin ++ + +++ +
35.giin ++ + +++ +
Epitel hipertrofisi 10.giin + + + +
20.giin + + ++ ++
35.giin + + +++ ++
Epitel deskuamasyonu 10.giin + - ++ +
20.giin + + + +
35.giin + + + +
Epitel nekrozu 10.giin + - ++ ++
20.giin + + +++ +
35.giin + + + +
Lamel epitelinin ayrilmasi 10.giin + + ++ ++
20.giin + + +++ +
35.giin + + ++ +
Sekonder lamellerde 6dem 10.giin + + ++ ++
20.glin + + +H+ +
35.giin + + ++ +
Aneurizm 10.giin + + + +
20.glin - + ++ +
35.glin - + ++ +
Primer lamellerdeki kan siniislerinin dilatasyonu 10.giin + + ++ ++
20.giin - + ++ +
35.giin + + ++ +
Sekonder lamellerin kaynasmasi 10.giin + - + -
20.giin + + ++ +
35.giin ++ + ++ +
Pillar hiicre sisteminin kirtlmasi 10.giin + - + +
20.giin ++ + +++ +
35.giin ++ + ++ +
Sekonder lamellerin ¢okmesi 10.giin + - + +
20.glin ++ + ++ +
35.giin + + ++ +
Sekonder lamellerin atrofisi 10.giin - - + +
20.glin + + +H+ +
35.glin + + ++ +

-,yok; +, diisiik; ++, sik; +++, ¢ok sik, (Thophon ve ark., 2003
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4.1.2. Karaciger

4.1.2.1. Kontrol gruplari: Karaciger hepatik hiicrelerden olusur. Hepatositler genellikle bir
nukleolus iceren kiiresel nukleuslu poligonal hiicrelerdir. Hepatik arter ve portal ven mide ve
barsaklardan karacigere girer. Vendz kan tasiyan portal ven boliimlere ayrilir ve sonunda
sinlisoid olarak bilinen genis kan kapillerine boliiniir. Hepatositler tarafindan cevrilen
siniizoidler mononiiklear fagositer sistem (MNS) hiicreleri ile sinirlanmigtir.

Deneyde kontrol baliklarinin karacigerleri normal goriiniimiindedir (Resim 15, 16).
4.1.2.2.Deney gruplari: 10. 20. ve 35. giinlerdeki farkli gruplardan histolopatolojik
uygulamalarin semikantitatif sonuglar1 Tablo 7’de sunulmustur. Uygulama evresinde bazi
karaciger lezyonlar1 ve bunlarin iyilesme siireci sonundaki durumlart Resim 15- 28’de
gosterilmistir. 10. glinde tiim gruplarda goriilen lezyonlardan biri piknotik ¢ekirdektir (Resim
17,18,19, 22) ve iyilestirme siirecinde konsantrasyonun arttigt V. ve VI. gruplarda
gbzlenmistir. Tablo 7’ye 10. giinde IV.grupta siniizoidlerde daralma, siniizoidlerde kan
tikanmasi , nekroz ve yag dejenerasyonu gozlenmemistir (Resim 18). 20. giinde IV.grupta
(Resim 22), III. gruba (Resim 21) gore vakuoler dejenerasyon, piknotik ¢ekirdek ve bulanik
sisme durumlarinda nispeten bir azalma saptanmistir. VI. grupta ise sinusoidlerde daralma ve
piknotik dejenerasyon disinda pek etki gozlenmemistir. Nekroz ayni siddette devam etmistir
(Resim 24). lyilestirme siirecinde siinizoidlerde daralma, yag dejenerasyonu ve vakuoler
dejenerasyonda bir azalma saptanmustir. lyilestirme siirecinde nekroz aynen devam etmistir
(Resim 26, 28). Ayrica 35. giinde IV. grupta belirgin olarak c¢ift nukleuslu hiicreler

(rejenerasyon) tespit edilmistir (Resim 26).
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Resim 15 1. grup (kontrol) 20. giin, a; hepatosit, b; sinlizoit, H&E x 400

Resim 16 II. grup (asetonlu kontrol) 20. giin, a; hepatosit, b; siniizoit, H&E x 400

Resim 17 III. grup 10. giin, a; hipertrofi, b; piknotik ¢ekirdek, c; siniizoitlerde daralma, H&E
x 400

Resim 18 IV. grup 10. giin, a; piknotik ¢ekirdek, b; bulanik sisme, H&E x 400

Resim 19 V. grup 10. giin, a; vakuoler dejenerasyon, b; piknotik ¢ekirdek, H&E x 400
Resim 20 VI. grup 10. giin, a; vakuoler dejenerasyon, b; siniizoitlerde konjesyon, H&E x
400
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Resim 21 III. grup 20. giin, a; vakuoler dejenerasyon, b; siniizoitlerde konjesyon, H&E x
400

Resim 22 VI. grup 20. giin a; hipertrofi, b; piknotik ¢ekirdek, H&E x 400

Resim 23 V. grup 20. giin, a; nekroz, H&E x 400

Resim 24 VI. grup 20. giin, a; nekroz, H&E x 400

Resim 25 III. grup iyilestirme,a; hipertrofi, H&E x 400

Resim 26 IV.grup iyilestirme, a; nekroz, b; ¢ift ¢ekirdekli hiicre (rejenerasyon), H&E x 400
Resim 27 V. grup iyilestirme, a; siniizoitlerde konjesyon, b; bulanik sisme, H&E x 400
Resim 28 VI. grup iyilestirme,a; bulanik sisme, b; nekroz, H&E x 400



Tablo 7. Karacigerde saptanan lezyonlarin kalitatif degerlendirilmesi
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Histolojik degisiklikler Siire Lgrup 1L.grup Il.grup | IV.grup | V.grup VL grup
Yag dejenerasyonu 10.giin | - - - _ T+
20.giin - - + +
35.glin - - - - -
Nekroz 10.giin - - . - ++ +
20.gin | - - + + . ++
35.gilin - - + + ++ ++
Bulanik sisme 10.gin | - - + + —+ T
20.giin - - ++ + ++ ++
35.glin - - + _ I T
Piknotik ¢ekirdek 10.giin - + T+ T
20.giin - + ++ + =+ +
35.giin | - - - R + T
Hipertrofi 10.giin | - - + + ++ +
20.giin - - ++ + +++ ++
35.gilin - - + + + +
Vakuoler dejenerasyon 10.glin - - + ++
20.giin - - ++ + ++ +
35.glin - - - - + -
Sinusoidlerde daralma 10.giin - - + _ S+ -
20.giin - - + + + -
35.gilin - - - - - R
Siniisoidlerde kan tikanmasi 10.giin - - - - jran +
20.glin | - - + + -+ +
35.giin - - + + + +

-,yok; +, distik; ++, sik; +++, cok sik, (Thophon ve ark., 2003)
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4.1.3. Bobrek
4.1.3.1. Kontrol gruplari: Bobrek intestinal lenfoid ve nefronlardan olugmaktadir. Teleost
bobregin nefronu renal korpiiskiil (glomerulus ve bowman kapsiilii) ve renal tiibiil (proksimal
segment ve distal segment) den olusur. Glomerular kapsiil tek tabakali epitelyumun i¢ ve dis
tabakalarindan olusur.

10. ve 20. gilin sonunda dissekte edilen baliklarin bobrek dokulari incelendiginde

anormal bir duruma rastlanmamustir (Resim 29, 30).

4.1.3.2. Uygulama gruplari: 10. 20. ve 35. giinlerdeki farkli gruplardan histolopatolojik
uygulamalarin semikantitatif sonuglar1 Tablo 8’de sunulmustur. Uygulama evresinde bazi
bobrek lezyonlari ve bunlarin iyilesme siireci sonundaki durumlari Resim 29-42°de
gosterilmigtir. Konsantrasyon siddetine bagli olarak 10. giin III. grupta hiyalin damla
dejenerasyonu ve glomerulus atrofisi gozlenmistir (Resim 31). VI. grupta hiyalin damla
dejenerasyonu ve nukleus hipertrofisi goézlenmistir (Resim 32). V. grup 10. giinde bulanik
sisme (Resim 33) ve 20. giinde hyalin damla dejenerasyonu (Resim 36) artmustir. Iyilesme
siirecinde ise bunlarin siddetinde bir azalma gdzlenmistir (Resim 41). Hemapoetik dokuda
piknotik ¢ekirdek 10. giin gbzlenmemis ancak 20. giinde sadece IV. grupta gdzlenmemistir
(Resim 36). Iyilestirme siirecinde ise gruplarda hafif siddette gdzlenmistir (Resim 39, 40). 10.
giin III. ve IV. grupta nekroz goézlenmemis (Resim 31, 32) ancak 20. giin tiim dokularda bu

durum gozlenmistir ve iyilesme siirecinde devam etmistir (Resim 41,42).
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Resim 29 L. grup 10. giin a; glomerulus,b; Bowman kapsiilii, c; hemopoetik doku, H&E x
400

Resim 30 II. grup 10. giin a; hemopoetik doku, b; tiibiil epitei, H&E x 400

Resim 31 III. grup 10. giin a; hiyalin damla dejenerasyonu, b; glomerulus atrofisi, c;
Bowman mesafesi genislemesi, H&E x 400

Resim 32 IV. grup 10. giin a; hiyalin damla dejenerasyonu, b; nukleus hipertrofisi, H&E x
400

Resim 33 V. grup 10. giin a; bulanik sisme, b; hiyalin damla dejenerasyonu c; glomerulus
atrofisi, d; Bowman mesafesi genislemesi, H&E x 400

Resim 34 VI. grup 10. giin a; nukleus hipertrofisi b; hiyalin damla dejenerasyonu, H&E x
400
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Resim 35 III. grup 20. giin, a; tiibiiler nekroz, b; bulanik sisme, H&E x 400

Resim 36 IV. grup 20. giin, a; hiyalin damla dejenerasyonu, b; glomerulus atrofisi c;
Bowman mesafesi genislemesi d; nukleus hipertrofisi, H&E x 400

Resim 37 V. grup 20. giin, a; hiyalin damla dejenerasyonu b; hematopoetik dokuda piknotik
¢ekirdek, H&E x 400

Resim 38 VI. grup 20. giin, a; hiyalin damla dejenerasyonu, b; bulanik sisme, H&E x 400
Resim 39 II1. grup iyilestirme 15. giin, a; hematopoetik dokuda piknotik ¢ekirdek, b; hiyalin
damla dejenerasyonu, H&E x 400

Resim 40 IV. grup iyilestirme 15. giin, a; hematopoetik dokuda piknotik ¢ekirdek, b;
nukleus hipertofisi, H&E x 400

Resim 41 V. grup iyilestirme 15. giin, a; nekroz, b; bulanik sisme, c; hiyalin damla
dejenerasyonu, H&E x 400

Resim 42. VI grup iyilestirme 15. giin, a; nekroz, b; bulanik sisme, H&E x 400



Tablo 8. Bobrek dokusundaki lezyonlarin kalitatif degerlendirilmesi
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Histolojik Degisiklikler Siire Gruplar
1I 111 I\ \ VI
10.giin + + ++ ++
Hiicresel hipertrofi 20.giin ++ + -+ +
35.giin + + ++ +
10.gilin + + ++ +
Tiibiil limeninde daralma 20.giin ++ + i+ ¥
35.gilin + + ++ +
10.giin + + ++ +
Bulanik sisme 20.giin ++ + . +
35.giin + + ++ +
10.giin + + ++ +
Hyalin damla dejenerasyonu 20.giin + n i+ T
35.giin + + + +
10.giin - - + I
Hiicresel nekroz 20.giin + + 4+ ++
35.giin + + ++ ++
10.gilin + + ++ +
Nukleus hipertrofisi 20.giin ++ + i+ ¥
35.giin + - + -
10.giin + + ++ +
Glomerulusta atrofi 20.giin T+ + I+ T
35.glin + - + -
10.giin + + ++ +
Bowman mesafesi genislemesi 20.giin ++ + i+ T
35.giin ++ + ++ +
10.giin - - - -
Hematopoetik dokuda piknotik ¢ekirdek 20.giin ++ - 4 ++
35.giin + + + +

-, yok; +, diistik; ++, sik; +++, cok sik, (Thophon ve ark., 2003)
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4.2. Biyokimyasal sonuclar

4.2.1. Protein Diizeyi
Incelenen dokulardaki protein diizeyini belirlemek amaciyla protein standartlari ile

absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren regresyon dogrusu kullanilmistir.

Y=0,09X+0,05

0,6

0,5 A
0,4

0,3 A

Absorbans

0,2

0,1 -

O T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Protein derigimi (mg/ml)

Sekil 1. Protein derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki

Yumurta albiimini ¢6zeltisinden hazirlanan protein standartlarinin  absorbans
degerlerinden Y=0,09X+0,05 formiilii elde edilmistir. Burada X protein derisimi, Y
absorbans1 gostermektedir. Doku o6rneklerinin protein diizeyleri bu regresyon formiilii
kullanilarak hesaplanmustir.

Tilapia nilotica’nin karaciger dokusu protein diizeyi lizerinde gruplarin ve siirenin
etkisi Tablo 9’da sunulmustur. Karaciger protein diizeyi 10. 20. ve iyilestirme siirecinde
onemli Ol¢iide etkilenmistir. 10. ve 20. giinde diisiis, iyilestirme evresinde ise yiikselis
gostermektedir. 10. giindeki diisiis 20. giinden daha fazla ve 7. ve 15. giindeki yiikselisler ayni
diizeydedir. 20. giin 6. grup disindaki gruplarda 10. ve 20. giinde, 6nemli Ol¢lide bir diisiis
gerceklesmistir. Ancak 4. gruplardaki diisiis digerlerine gore daha azdir. 4. grup, 10. giindeki
diisiis yaklasik olarak %14 seviyesindedir. Iyilestirme evresinde 7. ve 15. giin 4. gruptaki
yiikselis digerlerine gore daha yiiksektir. Yaklagik olarak kontrole gore 7. ve 15. giinde

strastyla %31 ve %22 civarindadir.
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Tablo 9. Tilapia nilotica’ da karaciger dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) {izerine gruplar ve

stirenin etkisi

Sdre
lyilestirme evresi lyilestirme evresi
10 20 7 15
Gruplar | Ort.+sx Ort+sx Ort+sx Oftrtsx

Grup-I| 62.76+2.61ax |66.43+1.46ax | 66.00£1.00ax |63.66+2.08ax
Grup-ll  |64.00+2.00ax | 65.66+1.87ax | 64.76+1.41ax | 66.10+1.01ax
Grup-lll |48.064£4.59bx | 41.30+1.12bx | 69.36+1.58cx | 75.00+9.53cx
Grup-IV |53.1346.31bx | 49.96+4.67bx | 81.90+10.01cx | 77.63+14.19cx
Grup-V |28.86+11.71bxy | 43.00+4.35by | 74.73+0.64cy | 74.93+8.28cy
Grup-VI |24.33+6.11bx |68.03+£8.32bx | 67.66+11,23cx | 81.71+£0.68cx

SNK a, b, ¢ harfleri gruplar, x, y, z harfleri siireler aras1 ayrim1 belirlemek amactyla
kullanilmistir..Ayrica harfi igeren veriler arasinda P<0. 05 diizeyinde istatistik ayrim yoktur.
Ort.+sx: Aritmetik ortalama =+ standart hata

Tilapia nilotica’nin kas dokusu protein diizeyi iizerinde gruplarin ve siirenin etkisi
Tablo 10’ da sunulmustur. Kas dokusu protein diizeyi 10., 20. ve iyilestirme siirecinde 6nemli
Olctide etkilenmistir. 10. ve 20. giinlerde tiim gruplarda 6nemli bir diislis saptanmistir. 4. grup
ise 20. giinde kontrole yakindir. lyilestirme evresinde ise 5. grup disinda tiim gruplarda
kontrole yakin degerler gozlenmistir. Giinleri karsilastirdigimizda 10. gilindeki diisiis 20.
giinden fazla ve 7. glindeki yiikselis 15. giinden fazladir.

Tablo 10. Tilapia nilotica’ da kas dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve

stirenin etkisi

Sdre
lyilestirme evresi lyilestirme evresi
10 20 7 15
Gruplar | Ort.+sx Orttsx Ort+sx Oftrtsx

Grup- 36.33+3.78ax | 41.66+2.51ax | 40.06+1.00ax | 36.60+2.65ax
Grup-ll  |42.00+2.64ax | 38.66+2.51ax | 39.20+1.08ax | 38.70+1.75ax
Grup-lll [ 17.03+0.94bx | 22.80+1.70bx | 46.33+2.5cx | 41.60+2.42¢cx
Grup-IV_ | 35.26+5.64bx |40.76+0.92bx | 70.00£7.81cx | 45.83+1.75¢x
Grup-V | 18.80£1.90bxy | 20.66+9.60by | 34.30+4.85cy | 43.06+3.76¢cy
Grup-VI |20.40+2.1bx | 31.63+6.76bx | 51.80£3.70cx | 41.49+1.31cx

SNK a, b, ¢ harfleri gruplar, x, y, z harfleri siireler aras1 ayrim1 belirlemek amactyla
kullanilmigtir. Ayrica harfi igeren veriler arasinda P<0. 05 diizeyinde istatistik ayrim yoktur.
Ort.+sx: Aritmetik ortalama =+ standart hata
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Tilapia nilotica’ nin solungag dokusu protein diizeyi iizerinde gruplarin ve siirenin
etkisi Tablo 11°de sunulmustur. Uygulama ve iyilestirme evresinde dnemli 6l¢iide farkliliklar
vardir. 10. ve 20. giinde birbirine yakin miktarda bir diisiis 7. ve 15. giinde birbirinden farkl
diizeyde bir yiikselis saptanmistir. 20. giin 4. ve 6. gruplar disinda 10. ve 20. giinde, tiim
grublarda bir diisiis vardir. 20. giinde 4. ve 6. grupta kontrole yakin degerler saptanmustir.7. ve
15. giinde kontrole gore tlim gruplar yiikselmistir. En fazla yiikselis 3. grup 15. giinde

gozlenmistir.

Tablo 11. Tilapia nilotica’ da solungag¢ dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve

surenin etkisi

Sire
lyilestirme evresi lyilestirme evresi
10 20 7 15

Gruplar | Ort.+sx Orttsx Orttsx Oftrtsx
Grup-| 61.20+1.58ax 60.33+1.5ax | 61.16+1.04ax 60.80+1.04ax
Grup-ll 59.33+3.05ax |58.73+2.5ax 61.96+1.05ax 61.33+0.61ax
Grup-lll |47.66+3.78bx |49.13+5.14bx |85.33+9.29cy 146.33+12.34cz
Grup-IV |51.8+3.10bx 67.66+£2.51ax | 97.33+28.02cy 136.00+10.00cz
Grup-V |23.33+4.04bx |39.66+3.05bx | 128.00+20.29cy | 129.3315.50cz
Grup-VI |48.33+13.40bx | 57.82+11.33ax | 91.46+29.34cycz | 105.41+37.08cz

SNK a, b, ¢ harfleri gruplar, x, y, z harfleri siireler aras1 ayrimi belirlemek amaciyla
kullanilmigtir. Ayrica harfi igeren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim yoktur.
Ort.+sx: Aritmetik ortalama =+ standart hata

Gruplarin giinlere gore farkli dokularda protein diizeyi iizerine etkileri Sekil 2 A, B, C
ve D’de gosterilmistir. 10. giin sonunda 4. grup disindaki tiim dokularda doku protein diizeyi
kontrole oranla diigmiistiir.4. grup kontrole yakin degerler gostermistir (Sekil 2A). 20. giinde
4. grup disindaki gruplarda doku protein diizeyi kontrole gore diigmiistiir (Sekil 2B).
Iyilestirme siirecinde 7. giinde ise tiim gruplarda doku protein diizeyi artmistir (Sekil 2C).

Tyilestirme siirecinin 15. giiniinde yine tiim dokularda protein diizeyi artmustir (Sekil 2D).
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4.2.2. Glikojen diizeyi

Incelenen dokulardaki protein diizeyini belirlemek amaciyla protein standartlari ile

absorbanslar1 arasindaki dogrusal iligkiyi gosteren regresyon dogrusu kullanilmistir.

Y=1,6X-0,21

0,6

0,5 -
0,4 -

0,3

Absorbans

0,2 -

0,1 -

0

0 01 02 03 04 05 06
Glikojen derigimi (mg/ml)

Sekil 3. Glikojen derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski

Taze glikojen ¢ozeltisinden hazirlanan glikojen  standartlarinin = absorbans
degerlerinden Y=1,6X — 0,21 formiilii elde edilmistir. Burada X glikojen derisimi, Y
absorbansi1 gostermektedir. Doku oOrneklerinin glikojen diizeyleri bu regresyon formiilii

kullanilarak hesaplanmustir.
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Tablo 12. Tilapia nilotica’ da karaciger dokusu glikojen diizeyi (mg/g y.a.) iizerine

gruplar ve siirenin etkisi

Sire

lyilestirme evresi lyilestirme evresi

10 20 7 15
Gruplar | Ort.+sx Ort+sx Ort+sx Oftrtsx
Grup-| 14.00+3.09ax 14.00+1.00ax | 14.66+0.83ax | 15.10+£0.95ax
Grup-Il 14.66+1.52ax 14.53+0.50ax | 14.83£0.76ax | 15.36%1.00ax
Grup-lll 16.93+0.21bx 12.8242.5bx | 12.83£2.99cy | 14.56+3.80ax
Grup-IV | 7.93+1.16bx 13.2343.54ax | 29.93+7.5¢cy 23.3310.65¢cz
Grup-V | 8.3%£1.77bx 8.63+0.41bx |22.13+4.54cy | 16.80+3.30cz
Grup-VI |7.8£1.13bx 8.55+0.58ax |18.53+6.06cy | 16.43%£1.91cz

SNK a, b, ¢ harfleri gruplar, x, y, z harfleri siireler aras1 ayrimi belirlemek amaciyla
kullanilmigtir. Ayrica harfi igeren veriler arasinda P<0. 05 diizeyinde istatistik ayrim yoktur.
Ort.4sx: Aritmetik ortalama + standart hata

Tilapia nilotica’ nin kas dokusu glikojen diizeyi iizerinde gruplarin ve siirenin etkisi
Tablo 12’de sunulmustur. Uygulama ve iyilestirme evresinde Onemli Ol¢iide farkliliklar
vardir. 10 ve 20. giinde diisiis, 7. ve 15. giinde birbirine yakin bir yiikselis saptanmigtir.10.
giinde tiim gruplarda bir diisiis, 20. giinde 5. ve 6. gruplardaki diistis 3. ve 4. gruptaki diisiisten
daha fazladir. 3. ve 4. grupta kontrole yakin degerler vardir. fyilestirme evresinde ise 4. grupta
diger gruplara gore daha fazla artis saptanmistir. Yaklasik olarak 7. vel5. giinde sirasiyla
%100 ve %86’dr.

Tablo 13. Tilapia nilotica’da kas glikojeni protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve
stirenin etkisi

Sire

iyilestirme evresi iyilestirme evresi

10 20 7 15
Gruplar | Ort.+sx Orttsx Orttsx Oftrtsx
Grup-| 2.41+0.35ax 2,43+0.37ax |2.20£0.26ax 2.13+0.23ax
Grup-ll | 2.56+0.20ax 2.43+0.20ax |2.36+0.32ax |2.6+£0.30ax
Grup-lll | 1.07+0.20bx 1.344£0.28bx | 5.07+£3.43cy 4.25+1.17¢cy
Grup-1V | 3.70+0.88cy 4.63+1.62cy |6.43+£3.61cy 6.4+2.61cy
GrupV |1.11£0.25bz | 1.53+0.11by |4.33+0.55cy | 4.33+0.65cy
Grup-VI |2.03+0.41ax | 1.50+0.26by |3.6+0.52cy | 5.03%1.15¢cy

SNK a, b, ¢ harfleri gruplar, x, y, z harfleri siireler aras1 ayrim1 belirlemek amactyla
kullanilmistir. Ayrica harfi igeren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim yoktur.
Ort.+sx: Aritmetik ortalama =+ standart hata
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Tilapia nilotica’nin kas dokusu glikojen diizeyi iizerinde gruplarin ve siirenin etkisi
Tablo 12’de sunulmustur. Uygulama ve iyilestirme evresinde 6nemli 6l¢iide degisiklikler
vardir. 10. ve 20. giinde bir diisiis, 7. vel5. gilinde bir yiikselis saptanmistir. 10. ve 20. giindeki
diisiis, 7. ve 15. giindeki artis birbirine yakin seviyededir. 4. grup disinda 10. ve 20. giinde
tim gruplarda bir diigiis saptanmustir. 10. giin 4. gruptaki artis yaklagik olarak % 48
oranindadir.10. giin 6. grupta ise diger gruplara gore daha az bir diisiis vardir. Bu disiis
yaklagik olarak %16’dir. 7. ve 15. glinde tiim gruplarda kontrole gore bir artig saptanmustir.
En ¢ok artis 4. grupta saptanmaistir.
Gruplarin giinlere gore farkli dokularda glikojen diizeyinde yaptig1 etki Sekil 5 A, B,
C ve D’de gosterilmistir. 10. glin sonunda kas ve karaciger dokusunda glikojen diizeyinde 4.
grup disindaki gruplarda bir diisiis vardir. (Sekil 5A). 20. giinde de 4. grupta kontrole yakin
degerler gozlenirken diger gruplarda kontrole gore diisiis vardir (Sekil 5B). Iyilestirmenin

evresinin 7. glinii (Sekil 5C) ve 15. giinii tiim gruplarda artis vardir (Sekil 5D).
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5.TARTISMA
Yabanct bilesiklerin ilk temasa gectikleri doku veya organlar, daha yiiksek
konsantrasyonlara maruz kaldiklarindan, en ¢ok zarar gorebilme potansiyeline sahiptirler
(Timbrell, 1991). Ayrica, histopatolojik degisiklikler ¢ogunlukla metabolizma ve

detoksifikasyonda yer alan organlarla sinirlidir (Rashatwar ve Ilyas, 1984).

Bu c¢alismada, pestisit uygulanan baliklarin dokular1 incelendiginde; en fazla etkinin
solungacta, daha sonra sirasiyla bobrek ve karaciger dokusunda oldugu goézlenmistir.
Cypermethrin uygulanan T. nilotica’larin solunga¢ dokularinda epitel hiperplazisi, epitel
nekroz, lamel epitelinin ayrilmasi, sekonder lamellerde 6dem, aneurizm, primer lamellerdeki
kan siniislerinin dilatasyonu, sekonder lamellerin kaynagmasi, pillar hiicre sisteminin
kirilmasi, sekonder lamellerin atrofisi ve sekonder lamellerin ¢okmesi gibi lezyonlar
gozlenmistir. Calismamizda solungaglarda gozlenen degisiklikler, pestisitlerin uygulanma
siiresi ve konsantrasyonuna bagli olarak artis gostermistir. Ayrica uygulanan askorbik asitli
diyete bagl olarak histopatolojik lezyonlarin siddetinde bir azalma s6z konusudur. 10. giin
askorbik asit ilaveli IV. grupta hiperplazi, deskuamasyon, nekroz, sekonder lamellerde
kaynagma ve pillar hiicre sisteminin kirilmasi lezyonlarinin goériilmemesinin nedeni siireye
baglh olarak cok etkilenmemis solunga¢ dokularinda askorbik asitin etkili olmasi olabilir.
Iyilestirme siirecinde ise sekonder lamellerde kaynasma ve pillar hiicre sisteminin kirilmasi
lezyonlarinin gozlenmemesi askorbik asitin hem uygulamada hem de iyilestirmedeki
etkisinden kaynaklanabilir. Kontrol gruplarinin solunga¢ dokusundaki sekonder lamelleri
ceviren epitel hiicrelerinde hafif bir hipertrofinin gbézlenmesi, baliklarin laboratuar ortamina
getirilirken uygulanan anestezik maddeden ve laboratuar ortaminda i¢inde bulunduklari suyun
fiziksel ve kimyasal dzelliklerinden etkilendikleri seklinde agiklanabilir. incelenen dokular
arasinda en fazla zararin solungaglarda gozlenmesi, bu organin baligin respirator sistemi
olmasindan kaynaklanmaktadir. Respirator sistemi, bir baligin akuatik ¢evre ile olan en genis
temas ytiizeyini olusturur. Bundan dolayi respirator sistemi, kirleticiler tarafindan etkilenen ilk
kisimdir (Heath, 1987).

Temmink ve ark. (1983), solungag¢ lezyonlarini, toksik maddelerin direkt zararli
etkileri ve baligin savunma yanitlar1 olarak iki gruba ayirmuslardir. Epitel nekrozu ve
solungag epitelinin deskuamasyonu pestisit faaliyeti ile meydana gelen direkt zararli etkiler

olarak tanimlamislardir. Epitelin kalkmasi ve lamellerin yapismasini ise, baligin pestisite karst
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gostermis oldugu savunma yanitlar1 olarak belirtmislerdir. Bu c¢aligmada arastirilan
pestisitlerin hem direkt zararli etkileri, hem de baligin pestisite karsi gostermis oldugu
savunma yanitlart gorilmiistiir.

Lamellerin yapismasi, kolayca zarar gorebilen solungaglarin yiizey alaninin miktarini
azaltmay1r ve bu sekilde koruyucu olmayir amaglamaktadir. Komsu sekonder lamellerin
yapismasi, lameller arasindaki epitel tabakasinin hiperplazik reaksiyonu ile meydana
gelmektedir. Hiperplazik doku, lameller arasindaki su aralarini doldurmak icin gelisir. Bu
ylizden solunga¢ hiperplazisi, toksikant-difiizyon mesafesinde bir artis ve respirator
ylizeyinde azalmaya yol agan bir savunma mekanizmasi olarak hizmet etmektedir. Sekonder
lamellerin yapismasi, solungaglarin respirator gorevlerinin azalmasina neden olur.

Bu ¢alismada, solungaglarda gézlenen aneurizme, deltamethrin uygulanan Cyprinus
carpio’da (Cengiz, 2006) ve Gambusia affinis’de (Cengiz ve Unlu, 2006) de rastlanmistir.
Aneurizm, pillar hiicre sisteminin tamamen ¢okmesinden ve lamel epitelini disariya iten ¢ok
miktardaki kanin sekonder lamellerde birikmesi ile olusan bir dolasim bozuklugudur
(Alazemi ve ark., 1996). Odem olusumu, lamel epitel hiicrelerinin asir1 hipertrofi ve
hiperplazisi, toksikant girigini azaltmak i¢in solungag¢ ve dolayisi ile solunum yiizeyini en aza
indirmeye hizmet etmektedir (Heath, 1987). Ayn1 zamanda, solungag¢ epitelinde gozlenen bu
O0dem, diflizyon mesafesini de arttirir. Diflizyon mesafesi, solungaglarin normal respirator
fonksiyonunu etkiler (Karlsson-Norrgen ve ark., 1985). Bu caligmada gozlenen sekonder
lamellerdeki 6demli ayrilmalara, daha onceki ¢alismalarda da rastlanmistir (Erkmen ve ark.,
2000; Velmurugan ve ark., 2007).

Bu calismada gozlenen respirator epitelinin ayrilmasi, solunga¢ epitellerinin
hipertrofisi ve komsu sekonder lamellerin hiperplaziden dolay1 yapigmasi gibi histopatolojik
degisiklikler; klorin dioksit ve dimecron uygulanan cesitli balik tiirlerinde de goézlenmistir
(Yonkos ve ark., 2000; Sakthivel ve Gaikwad, 2001). Bu c¢alismada saptanan epitel
hiicrelerinde gozlenen nekroza ise cyphenothrin uygulanan balik tiirlerinde de rastlanmistir
(Erkmen ve ark., 2000). Paraquatin Puntius gonionatus’in solungaglarinda yol agtigi epitel
hiicrelerindeki vakuollesmeye (Sinhaseni ve Tesprateep, 1987) bu ¢alismada rastlanmamustir.
Karan ve ark. (1998), bakir siilfat uygulanmigs Cyprinus carpio’nun solungaglarinda epitel
hiperplazisi, sekonder lamellerin kivrilmas: gibi lezyonlar gozlemislerdir. Uygulama sonrasi
temiz suya birakilan baliklardaki iyilesme siirecinde ise degisikliklerin ¢ogunun reversibl
oldugu bunun yaninda iyilesme periyodu sonrasinda da solunga¢ histopatolojisi gézlendigi

saptanmistir.
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Solungag epitelinde gozlenen etkiler, pestisitlerin proteinleri denatiire eden maddeler
olmasindan kaynaklanmaktadir. Pestisitler proteinlerin hidrojen, hidrofobik ve elektrostatik
baglarimi1 parcalar; fakat peptid ve disiilfit baglarin1 parcalayamazlar. Boylece kovalent
olmayan baglar pargalanirken biyolojik aktivite kaybolur. Bu yiizden baliklar {izerinde
kirleticilerin toksik etkileri, bu organlarin hiicresel organizasyonunu bozmasi yoluyla
solungaclarin oksidatif aktivitesinin degismesine neden olmaktadir. Sudaki kirleticiler, balik
solungag epitelinde aktif iyon alinimidan sorumlu olan Na“, K™ ve ATPaz aktivitesini inhibe
ederek gecirgenlik Ozelliklerini degistirirler (Jagoe ve Haines, 1997). Bu degisiklikler,
oksidatif metabolizma ve iyon regiilasyonunu ters bir sekilde etkileyen ve sonunda ciddi
oksijensiz sartlara yol acabilen respirator bozuklugunun olasi sebepleridir.

Bu c¢alismada cypermethrin uygulanan T. nilotica’larin karaciger dokularinda
sinusoidlerde daralma, siniisoidlerde kan tikanmasi, vakuoler dejenerasyon, piknotik
dejenerasyon, hipertrofi, nekroz, bulanik sisme, yag dejenerasyonu gibi degisiklikler
saptanmigtir.

Calismada saptanan hepatositler igerisindeki vakuollere, TCDD (2, 3, 7, 8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin) uygulanan Oncorhynchus mykiss‘de (Walter ve ark., 2000) ve
endosulfan uygulanan Gambusia affinis’de (Cengiz ve ark., 2001) rastlanmistir.

Siniizoidlerin normal yapilarimin bozulmasi, endosulfan (Cengiz ve ark., 2001)
uygulanan balik tiirlerinde de saptanmustir.

Bu c¢alismada dokuda yenilenmenin bir gostergesi olan ¢ift nukleuslu hiicreler
saptanmistir. Bu durum dokunun mitotik aktivitesinin bir gostergesidir.

Karacigere disardan yabanci herhangi bir madde girdiginde, karacigerin detoksifiye
edici 6zelliginden dolay1 asil maddeden bir takim ara {irlinler olusmaktadir. Meydana gelen bu
tirtinlerin kovalent bag ile karaciger proteinlerine baglandiglr ve % 90 oraninda proteinlerin
fonksiyonlarini inhibe ettigi belirtilmektedir (Dansette, 1991). Hiicreye giren reaktif ara
iriinler; hiicre zarinda hasar meydana getirerek hiicre dliimlerine neden olmaktadir. Hiicre
zarinda tahribat sonucu meydana gelen hiicre Oliimlerinde, nekroz olarak adlandirilan
patolojik durum meydana gelmektedir. Calismada gozledigimiz nekroz TCDD (Walter ve
ark., 2000) ve Fenvalerate uygulanan baliklarda da (Velmurugan ve ark., 2007) saptanmustir.
Nekroza ugrayan hiicrelerin nukleuslarinda da birtakim degisiklikler gozlenir. Kromatin

yogunlasir (piknozis) ve kirilir (karyohekzis). Bazi durumlarda ise nukleus basit bir sekilde
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solar ve ¢oziiliir (karyolizis). Caligmada, nukleuslarda piknotik durum saptanmistir. Hepatosit
nukleuslarinda piknozun goriilmesi, karaciger dokusunda bir tahribatin meydana geldiginin
belirtisidir. Bu degisiklikler endosulfan (Nowak, 1996; Cengiz ve ark., 2001) uygulanan balik
tiirlerinin nukleuslarinda da saptanmistir.

Pestisitlere maruz birakilan baliklarda, en yaygin bir sekilde karsilasilan karaciger
lezyonu, lipitlerin anormal birikiminin sonucu meydana gelen yag dejenerasyonudur.
Calismada gozledigimiz yag dejenerasyonu, TCDD (Walter ve ark., 2000) uygulanan
baliklarda da tespit edilmistir.

Yag akiimiilasyonu, toksik bilesiklere en yaygin bir hiicresel yamittir. Genellikle
trigliseritler halinde akiimiilasyon gerceklesir. Yag akiimiilasyonu, oOzellikle lipit
metabolizmasinda 6nemli bir role sahip olan karaciger gibi organlarda yaygindir. Yag
dejenerasyonunda lipitler, hiicrede genis bir damla olarak ya da ¢ok sayida kiiciik damlalar
halinde goriiniirler. Yag akiimiilasyonunun en yaygin nedenlerinden biri, hiicrelerden lipit
saliniginin inhibisyonudur. Bu olay protein sentezinin inhibisyonu ile olur. Protein sentezinin
inhibisyonu, hiicre digina lipit transportu icin gerekli apoproteinlerin sentezini bloke
etmektedir. Yag akiimiilasyonu, artan lipit sentezi ya da artan lipit alimiyla da olabilir

(Timbrell, 1991).

Calismada karacigerde yag dejenerasyonunun gozlenmesi, pestisitlerin yag
metabolizmasini hizlandirarak yag olusumunun artmasi sonucu biriktigini diigiindiirmektedir.
Ayrica, pestisitlerin protein sentezini inhibe etmeleri de lipit dejenerasyonuna neden

olabilmektedir.

Karacigerdeki yag infiltrasyonu, pestisitlere maruz birakilan baliklarda ¢ok yaygin bir
olusum olup pestisitlerin hiicre membranindan hizli gecisine biiyiik bir nedendir (Reddy ve

Rao, 1989).

Karaciger toksik maddeler icin baslica detoksifikasyon yeri olmasindan dolay1, birgok
hiicresel ve yapisal degisikliklerin de olmasi olasidir. Karacigerde gozlenen histopatolojik
degisiklikler, pestisit biyodegredasyonu ve pestisit metabolizmasi igin sorumlu olan
enzimlerin stimiilasyon ve indiiksiyonunun karacigerde olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
gibi histopatolojik degisiklikler, karacigerin fonksiyonel yeteneginde bir azalmaya yol
acabilecegi gibi, bir ¢ok organ sisteminin isleyisini de etkileyebilir. Sarkar ve ark. (2005),
cypermethrin ve carbofuran uygulanmig Labeo rohita‘da nekroz, hiperplazi, siniizoidlerde

tikanma, kordal diizensizlikler, niiklear dejenerasyon gozlemislerdir. Uygulama sonrasi temiz
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suya birakilan baliklarda iyilesme silirecinde ise normale geri donmek i¢in uzun bir siireg
gerekli oldugu i¢in tamamen iyilesme gozlememislerdir. Yapilan g¢alismada karacigerde
askorbik asit uygulanan gruplarda hem koruyuculuk hem de iyilestiricilik bakimindan tam bir
tyilesme ve koruyuculuk s6z konusu degildir. Diisiik dozda cypermethrin uygulanan
gruplarda askorbik asit kismen koruyucu etki gdstermistir. Cypermetrin konsantrasyonunun
yiiksek oldugu gruplarda koruyucu ve iyilestirici etki daha az gozlenmistir. Buda uygulanan
askorbik asit miktarindan ve iyilestirme periyodu siiresinin kisaligindan kaynaklanmis
olabilir. Geri doniisiimii olan lezyonlarda bir iyilesme gozlenirken geri doniisiimii olmayan
lezyonlar ayni1 sekilde devam etmistir.

Cypermethrin uygulanan T. nilotica’larin bobrek dokularinda hiicresel hipertrofi, tiibiil
liimeninde daralma, bulanik sisme, hemapoetik dokuda piknotik c¢ekirdek, Bowman
mesafesinin genislemesi, glomerulusta atrofi, nukleus hipertrofisi, hiicresel nekroz, hiyalin
damla dejenerasyonu gibi degisiklikler saptanmistir. 20. giinde hemapoetik dokuda piknotik
cekirdek gdzlenmemesi askorbik asitin koruyucu etkisinden olabilir. Iyilesme siirecinde ise
gruplarda hafif siddette gozlenmesinin nedeni askorbik asit ilavesi nedeniyle lezyonlar bir
azalma gostermis olabilir.

Bobrekler solungaglardan sonra kanin en biiyiikk oranini igermektedir ve bu yiizden
renal lezyonlar ¢evresel kirliligin iy1 bir indikatorii olarak kabul edilmektedir (Ortiz ve ark.,
2003). Pestisitler gibi toksik olaylara baligin maruz birakilmas: sonrasinda glomerulus ve
tiibiil epiteli seviyesinde histolojik degisiklikler meydana gelebilir (Teh ve ark., 1997).
Mandal ve Kulshrestha (1980) Sumithiona maruz birakilmis Clarias batrachus’ta
nefropatolojiyi incelemislerdir. Pestisit, baligin bobreginde glomerulus dejenerasyonu ve
hiicre epitelinde vakuol olusumu gibi degisiklikler meydana getirmistir. Elsan uygulanmis
Channa punctatus’ta glomerulus ve bowman kapsiiliiniin boyutunda kiigiilme, tiibiillerin
diizenini kaybetmesi ve karyolizis gdzlenmistir (Banerjee ve Bhatttacharya, 1994). Malathion
ve Sevin uygulanmig Cyprinus carpio’ nun renal hiicrelerinde hipertrofi, nukleus yapisindaki
degisiklikler, vakuol olusumu, nekroz ve renal elemanlarda dejenerasyon fark edilmistir
(Dhanapakiam ve Premlatha, 1994). Das ve Mukherjee (2000), hekzaklorsiklohekzan
uygulanmis Labeo rohita’da hiicrelerin ¢ekirdeklerinde karyolizis ve karyohekzis ile nekrotik
degisiklikler saptamiglardir. Tilak ve ark. (2001) Fenvalerate uygulanmig Ctenopharyngodon
idellus’un bobrek dokularinda stoplazmada graniiller, vakuol dejenerasyonu, hiicresel
hipertrofi, renal tiibiillerde bulanik sisme ve siddetli nekroz gozlemislerdir. Ortiz ve ark.

(2003) Lindan uygulanmis baligin bobreklerinde tiibiil epitel hiicrelerinde vakuol olusumu,
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nekroz ve deskuamasyon gozlemislerdir. Cengiz (2006), deltamethrin uygulanmis
Cyprinus carpio dokularinda tiibiil limeninde daralma, renal tiibiil epitel hiicrelerinde
dejenerasyon, hemapoetik dokuda piknotik c¢ekirdek, glomerular kilcallarda dilatasyon,
glomerulus dejenerasyonu, renal tiibiil epitel hiicrelerinin stoplazmalarinda vakuol olusumu
gbzlemistir.

Baskaran ve arkadaglarina (1989) gore herhangi bir canli hayvanda toksik etkiler,
biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde degisiklikler meydana getirirler. Bu yiizden normal
biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler akuatik hayvanlarin kan, kas ve karacigerinde
toksik etkilerin en erken indikatorleri olarak sunulabilirler (Omkar, 1985). Biyokimyasal
parametreler ¢ogu stres ajanlarinin subletal konsantrasyonlarina c¢ok hassastirlar ve 6zel
yanitlara spesifik olmalari onlarin dezavantajidir. Bu sebeple organizmalarda bir stres
durumunu tayin etmek icin genel parametreleri (glikojen) se¢gmek daha iyidir (Giesy ve ark.,
1983). Bir toksikantin subletal konsantrasyonlarina maruz kalan bir hayvanda stres meydana
gelebilir ve normal hayvan fizyolojisi bozulabilir. Doku glikojen ve protein seviyeleri bir
toksikanta maruz kalma sonrasi genellikle degisebilir. Bu fizyolojik parametreler farkl
bilesiklerin baliklarda meydana getirdigi subletal etkileri tayin etmek i¢in iyi indikatorlerdir
(Dhavale ve Masurekar, 1986). Akuatik organizmada bu degisiklikleri yansitan biyokimyasal
indikatorlerin gelisimi ¢evreye salinan kirleticilerin etkilerinden haberdar olmada biiyiik bir
fayda saglamaktadir (Haya ve ark., 1985).

Proteinler hiicresel fonksiyonlarda ve hiicre yapisinda 6nemli gorevleri olan organik
bilesiklerdir. =~ Hiicrenin  yenilenmesi,  biliyiimesi,  biyokimyasal  reaksiyonlarini
gerceklestirebilmeleri ve hemostatik dengenin saglanmasi i¢in proteinlere gereksinim vardir.
Pestisitlerin viicuda alinmasi sonucu olusan stres siirecinde organizma gereksinim duydugu
fazla miktardaki enerjiyi karsilamak i¢in proteinleri kullanabilir ve proteinlerin hidrolizi
arttirilarak amino asitlere doniisiimiine neden olabilir (Jayantha-Rao ve ark., 1984; Heath,
1995). Endosiilfan etkisinde kalan baliginin kas dokusu protein miktarindaki azalmanin
nedeni, Gill ve ark. (1990-b) tarafindan karbonhidrat metabolizmasindaki olusan bozukluktan
dolay1 gereken enerji ihtiyacim1 karsilamak iizere oncelikle kas proteinlerinin kullanilmasi
olarak bildirilmistir. Tilapia nilotica’nin kas, karaciger ve solunga¢ dokularinda protein
miktari, malathionun protein sentezleme yetenegini azaltmasi sonucu diismiis (Sahib ve
ark.,1984), benzer sekilde B. rerio’da gozlenen karaciger protein diizeyinin diismesi, Kumar
ve Ansari tarafindan (1986) malathionun DNA ve RNA sentezini inhibisyonu sonucu oldugu

belirtilmistir.
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Barbus conchonius’da endosulfanin karaciger dokusu protein diizeyini arttirmasi
detoksifikasyon enzimlerinin sentezinin artmasiyla aciklanmistir (Gill ve ark., 1990-b). 4
hafta boyunca endosulfana maruz kalan Barbus conchonius’un protein ve glikojen igerigi
maruz kalmayan kontroller ile karsilastirmada azalma gostermistir. Endosulfan maruzunu
izleyen bir haftalik temiz su igerisindeki iyilesme periyodu sirasinda protein ve glikojen
seviyesinde yiikselme gozlenmistir (Gill ve ark. 1990-b). Fenvalerate uygulanan Cyprinus
carpio ‘nun dokularinda bir protein diisiisii gozlenmistir (Reddy ve Bashamohideen, 1988).
Benthiocarb uygulanmis Tilapia mossambica’ nin protein diizeyinde bir diisiis saptanmustir ve
bunun nedeni proteolizis seviyesinin yiikselmesine baglanmistir. Pestisit protein etkilesimi
pestisit biyokimyasi alaninda dnemli bir katki saglar ¢iinkii proteinler hiicre yapisinda ve ayni
zamanda hiicre fizyolojisinde yer alir. Malathiona maruz kalan Cyprinus carpio’da karaciger
protein metabolizmasinda 6nemli degisiklikler kaydedilmistir. 7 ve 15 glin boyunca maruz
kalan baliklarda total, yapisal ve eriyebilir proteinlerin azaldigi, fakat 30 giin boyunca maruz
kalan baliklarda biitiin degerlerin normale yaklastig1 rapor edildi (Reddy ve Philip, 1991).
Total, yapisal ve eriyebilir proteinlerdeki azalma yiiksek bir protein hidrolitik aktivitesinin
varligin1  gosterir ve bu protein sentezinin bozulmasi yiiziinden olabilir. Protein
seviyelerindeki azalmalar proteinlerin degradasyonu yiiziinden de olabilir. Degradasyon
tiriinleri pestisit stresi sirasinda artan yiiksek enerji istegi ile basa ¢ikmak i¢in aminotransferaz
sistemi sayesinde trikarboksilik asit dongiisiinii destekleyebilir (Reddy ve Bashamohideen
1988). Reddy ve Philip (1991)’e gore karaciger, diger dokulardan daha fazla etkilenir. Ciinkii
detoksifikasyon i¢in metabolik merkezdir. Daha biiyiik pestisit kalintilarin1 absorblamada
gorev alir.

Askorbik asit; sucul peroksit radikalleri, siiperoksit anyonlar1 ve hidroksil radikalini
kapsayan serbest radikallerin temizlenmesinde etkili, suda ¢oziilebilir bir vitamindir. Serbest
radikallerin azalmasi i¢in bir elektronun katkisi ile koruma saglar ve anti-ageing iki elektron
gibi davranir, bdylece biyolojik molekiillerle reaksiyona girmeden 6nce hiicre dis1 sivida bu
molekiilleri nétralize eder. (Carr ve Frei, 1999; Evans ve Halliwell, 2001). Askorbik asit baz1
dokularda yaglanmay1 azaltici gii¢ olarak hareket eder ve bu yiizden biiylime, immiinite, stres
ve enfeksiyon olaylarina tepki ve iiremeyi igeren fizyolojik siire¢lerde gereklidir (Verlhac ve
ark, 1998).

Tilapia nilotica’nin kas, karaciger ve solunga¢ dokularindaki uygulama evresinde
askorbik asit uygulanan 4. grup disindaki gruplarda protein seviyesinin diismesi pestisitleri

detoksifiye etmek icin kullanilan enzimlerin indiiksiyonu yada enerji gereksinimi igin
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kullanilan glikojen tiikenmesi durumunda proteaz aktivitesinin artmasiyla proteinlerin amino
asitlere donligmesi sonucu olabilir. 4. grupta ise (askorbik asit ilaveli) protein seviyesinin
kontrole yakin degerler gostermesi askorbik asitin detoksifikasyon enzimlerinin sentezini
arttirmasi sonucu olabilir. Konsantrasyon siddetinin arttig1 6. grupta ise askorbik asit seviyesi
pestisit toksitesine karsi detoksifiye enzimlerinin gerekli miktarda iiretimi icin yeterli
seviyede olmamasi nedeniyle protein seviyesi azalmig olabilir. Iyilestirme evresinde ise tiim
gruplarda Ozellikle 4. grupta protein seviyesinin artmast C vitamininin detoksifikasyon
enzimlerini arttirmasi ve hiicre organellerinin tamiri i¢in iyilestirici olmasindan kaynaklantyor
olabilir.

Proteinlere hiicre organellerinin tamiri, doku rejenerasyonu ve hiicresel zararlarin bir
sonucu olarak kaybolan enzimlerin indiiksiyonu yada hiicresel zararlarin bir sonucu olarak
harcanan enzim indiiksiyonu i¢in ihtiya¢ duyulur (Gill ve Pande, 1991).

Karbonhidratlar hayvanlar iizerine uygulanan stres sartlarina yanit olarak azalan
organik besinler arasinda ilk olarak disiinlilmektedir. Hayvanlarda enerjinin en biiyiik
kaynaginin protein olmasina ragmen stres yada siddetli hypoxia kas ve karacigerde depo
edilen karbonhidratlarin azalmasina sebep olur (Rani ve ark. 1989). Stres olusumuna neden
olan durumlarda katekolaminlerin saliniminin artmasi, glikojenin kan sekerine doniistimiine
neden olmaktadir (Nakano veTomlinson, 1967; Heath, 1995). Pestisitlerin 6nemli etkilerinden
biri de baliklarda oksijen alinimini azaltmasi ve dokularda siiksinat dehidrojenaz aktivitesini
azaltarak aerobik solunumdan anaerobik solunuma gecilmesine neden olmasidir.
Organizmanin hiperaktivite karsisinda gereksinim duydugu enerjiyi anaerobik solunumla
saglama yoluna gitmesi, daha fazla yakit molekiiliiniin kullanilmasini gerektirmektedir. Bu
ylizden doku glikojen diizeyinin diismesi dogaldir. Bununla birlikte bu kosullarda
organizmanin savunma mekanizmasi, glikojen depolarinin korunmasmi saglamak iizere
pestisitlerin ~ olusturdugu stres sirasinda  katekolaminlerin  salintminin  arttirarak
glikoneogenesisi giiclendirmektedir (Sastry ve Siddiqui, 1983; Hanke ve ark., 1983). Glikojen
enerji Uiretimi i¢in ¢ok uygun olduklart i¢in enerji rezervlerinin kaybolmasi ile sonuglanarak
hizli bir sekilde katabolize olur. Bu durum stres altindaki gokkusagi alabaliginda
katekolaminlerin salgisinda bir artis géstermistir (Nakano ve ark., 1967).

Baliklarda stresli durum karbonhidrat metabolizmasinda karisiklik meydana getiren
noroendokrin yanit sergiler. Hem katekolaminler hemde adrenokortikosteroidler, stres
uyarmak ve baliklarin karbonhidrat enerji reservlerinde belirgin degisiklikler meydana

getirmekten dolay1 asir1 miktarlarda salgilanmaktadir (Larsson, 1973). Bu yiizden
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kimyasallara maruz kalan baliklarin karaciger ve kas dokusunda belirli bir glikogenolizis,
katekolaminlerin stres meydana getiren artig1 yiiziinden olabilir. Karaciger ve kasta gdzlenen
glikojen azalmasi1 Omkar ve ark. (1985), tarafindan onerildigi gibi glikolitik yol sayesinde
glikojenden artan yararlanma yiiziinden de olabilir. Diger taraftan glikojende gozlenen azalma
glikogeneogenesisin azalan orani yiiziinden ya da glikojen sentezinin hizli turnover
yiiziindende olabilir (Rani ve ark 1989). Endosulfana maruz kalan Anguilla anguilla’nin
karaciger glikojeninde (Gimeno ve ark., 1994), monocrotophos ve amonyum kloridin
sublethal konsantrasyonlarina maruz kalan Oreochromis mossambicus’un karaciger ve kas
glikojen miktarinda bir azalma gozlenmistir. Azalan glikojen miktari, enerji stoklarinin
metabolik gereksinmeler sirasinda (glikojenin piruvat ve laktata doniistimii ve sonra stres
sartlar1 esnasinda enerji gereksinimlerini karsilamak icin) kullanilmasi yiiziinden olabilir
(Vijayavel ve ark., 2006).

Askorbik asit ilaveli diyetle beslenmis Clarias gariepinus’ ta deltamethrin uygulamasi
sonucu kontrol grubuna ait balik 6rnekleri ile pestisit uygulanmig balik 6rnekleri arasinda
karaciger glikojen ve kan glikoz seviyesi arasinda Onemli farklar olmadigi saptanmistir.
Ancak daha diistik seviyeli askorbik asit ilaveli diyetle beslenen balikta askorbik asitin pek
etkili olmadig1 gozlenmistir (Datta ve Kaviraj, 2003). Agrawal ve ark. (1978) yiiksek askorbik
asidin, geng baliklarda aldrin toksisite toleransini yiikselttigini saptamislardir. Cypermethrinin
sublethal konsantrasyonu uygulanan Clarias batrachus’un karaciger ve solunga¢ dokularinda
uygulama esnasinda 1. ve 5. giin azalan glikojen miktar1 10. giin artis gostermis ve tath suda
tyilestirme siirecinde artis not edilmistir (Begum, 2005). Glikojen icerigindeki benzer azalma
pestisit uygulanmig Carassius auratus’ta Bretaud ve ark. (2002) tarafindan da saptanmustir.

Bu calismada Tilapia nilotica‘nin kas ve karaciger dokularinda uygulama evresinde
askorbik asit uygulanan 4. grup disinda glikojen seviyesinin diismesinin nedeni glikojenolizis
yoluyla enerji ihtiya¢larinin karsilanmasi sonucu olabilir. IV. grupta ise askorbik asit ilavesi
strese karsi toleransi arttirmis olabilir. VI. gruptaki diislis ise uygulanan konsantrasyon i¢in
askorbik asit ilavesinin yeterli gelmemesinden kaynaklaniyor olabilir. yilestirme evresinde
tim gruplarda glikojen seviyesinin artmasi askorbik asitin katekolaminlerin salinimini
arttirmasi sonucunda glikoneogenezi arttirmasindan kaynaklanabilir.

Pestisit toksisitesinin baliklara olan biyokimyasal ve histopatolojik acidan etkileri
daha oOnceki calismalarda yeterince incelenmistir. Askorbik asitin organizmanin biiyiimesi
tizerine olan etkileri de daha Onceden bilinmekte idi. Ancak askorbik asitin pestisit

toksisitesine kars1 koruyuculugu ve iyilestiriciligi izerinde daha 6nceki ¢caligmalarda
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biyokimyasal ve 6zellikle histopatolojik bulgular mevcut degildir. Bu ¢alisma bu 6zelligi ile

daha sonraki ¢aligmalara onciil olabilir.
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SEKILLER LISTESI

Sekil 1.Protein derigimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski

Sekil 2.Tilapia nilotica’da (A) 10, (B) 20, (C) 7 giinliik iyilestirme stireci ve (D) 15 giinliik
lyilestirme siireci sonunda gruplarin doku protein diizeyi iizerine etkileri

Sekil 3.Glikojen derigimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki

Sekil 4.Tilapia nilotica’da (A) 10, (B) 20, (C) 7 giinliik iyilestirme siireci ve (D) 15 giinliik
iyilestirme siireci sonunda gruplarin doku glikojen diizeyi lizerine etkileri
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TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1. Laboratuvar sartlarinda kurulan akvaryumdaki suyun kimyasal 6zellikleri

Tablo 2. Deney sirasinda 6len baliklar

Tablo 3. Kullanilan balik yeminin igerigi

Tablo 4.Protein standard1 hazirlanmasi

Tablo 5. Glikojen standardi hazirlanmasi

Tablo 6. Solungaclarda saptanan lezyonlarin kalitatif degerlendirmesi

Tablo 7. Karacigerde saptanan lezyonlarin kalitatif degerlendirilmesi

Tablo 8.Bobrek dokusundaki lezyonlarin kalitatif degerlendirilmesi

Tablo 9. Tilapia nilotica’da karaciger dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve

stirenin etkisi

Tablo 10. Tilapia nilotica’da kas dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve
stirenin etkisi

Tablo 11. Tilapia nilotica’da solungag dokusu protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve
stirenin etkisi

Tablo 10. Tilapia nilotica’da karaciger dokusu glikojen diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve
stirenin etkisi

Tablo 11. Tilapia nilotica’da kas glikojeni protein diizeyi (mg/g y.a.) lizerine gruplar ve
stirenin etkisi



RESIM LISTESI

Resim 1. I. grup (kontrol) 20. giin, solungag
Resim 2 II. grup (asetonlu kontrol) 20. giin, solungag
Resim 3 III. grup 10. giin, solungag

Resim 4 IV. grup, 10. giin, solungag

Resim 5 V. grup,10. giin, solungag

Resim 6 VI. grup, 10. giin solungag

Resim 7 III. grup 20. giin solungag

Resim 8 I'V. grup 20. giin solungag

Resim 9 V. grup 20. giin, solungag

Resim 10 VI. grup 20. giin, solungag

Resim 11 III. grup iyilestirme, solungac
Resim 12 IV. grup iyilestirme, solungag
Resim 13 V. grup iyilestirme, solungag
Resim 14 VI. grup iyilestirme, solungag
Resim 15 1. grup (kontrol) 20. giin, karaciger
Resim 16 I1. grup (asetonlu kontrol) 20. giin, karaciger
Resim 17 III. grup 10. giin, karaciger

Resim 18 IV. grup 10. giin, karaciger

Resim 19 V. grup 10. giin, karaciger

Resim 20 VI. grup 10. giin, karaciger

Resim 21 III. grup 20. giin, karaciger

Resim 22 VI. grup 20. giin, karaciger

Resim 23 V. grup 20. giin, karaciger

Resim 24 VI. grup 20. giin, karaciger

Resim 25 III. grup iyilestirme, karaciger
Resim 26 IV. grup iyilestirme, karaciger
Resim 27 V. grup iyilestirme, karaciger
Resim 28 VI. grup iyilestirme, karaciger
Resim 29 1. grup (kontrol) 20. giin, bobrek
Resim 30 II. grup 20. giin, bobrek

Resim 31 III. grup 10. giin bobrek

Resim 32 IV. grup 10. giin bébrek

Resim 33 V. grup 10.giin bobrek

Resim 34 VI. grup 10. giin bébrek

Resim 35 III. grup 20. giin, bébrek

Resim 36 V. grup 20. giin, bobrek

Resim 37 V. grup 20. giin, bobrek

Resim 38 VI. grup 20. giin, bobrek

Resim 39 III. grup iyilestirme 15. giin, bobrek
Resim 40 IV. grup iyilestirme 15. giin, bobrek
Resim 41 V. grup iyilestirme 15. giin, bobrek
Resim 42. VI grup iyilestirme 15. giin, bobrek
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