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OZET

Anahtar Kelimeler: Zebra balig1 (Danio rerio), Oktilfenol, 2,4-D, Teratoloji

Organizmanin endokrin sistemi bagta olmak iizere bir savunma iireme ve gelisim gibi
bir¢ok kritik sisteme zarar veren yabanci kimyasallara endokrin bozucu bilesikler
denir. Bu bilesikler arasinda yer alan 4-tert Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik
asidin ksenoostrojen, organizmada birikim yapabilen, temizlik {iriinleri, boya,
herbisit, pestisit gibi maddelerin yapiminda kullanilan bilesiklerdir.

Zebra baliklari, dayanikli bir tiir olmalari, yumurta ve embriyolarin saydam olusu,
yumurta ve larva gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa
olmasi, toksik ajanlara duyarli olusu ve insanlarla genetik yapisinin benzerligi
nedenleriyle toksikoloji calismalarinda en siklikla kullanilan model organizmalardan
biridir.

Bu calismada Oktilfenolin 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1 pM dozlarn ve 24-
Diklorofenoksiasetik asidin 2, 1, 0,5, 0,2 0,1 ve 0,05 mM dozlar1 zebra baliginin
embriyo ve larvalan iizerine uygulanmistir. Uygulama balik ekotoksisite testi (Fish
Ecotoxicity Test) yontemiyle yapilmistir. Uygulama kimyasallann suda
coziinmediginden dolay1r %1 lik Dimetil Siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziinmiistiir.
Oktifenol ve 2,4-D icin 120 saatlik LCsy degerleri hesaplanmistir. Ayrica bu
kimyasallarin embriyo ve larvalara olan morfolojik etkilerini incelenmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonunda 120 saatlik LCso degerleri Oktilfenol i¢in 1,592 uM 2,4-
D icin 1,185 mM c¢ikmistir. Ayrica embriyo ve larvalarda blastodermal lezyon,
kranofasiyal defekt, vertebral defektleri, perikardial ve perivitellin 6demler,
hemoralji gibi morfolojik anomaliler tespit edilmistir.



SUMMARY

Keywords: Zebrafish (Danio rerio), Octylphenol, 2,4-D, teratology

Foreign chemicals that harm organism's many critical systems such as endocrine,
immune, reproductive and developmental systems are called endocrine-disrupting
compounds. Among these compounds, the 4-tert Octylphenol and 2.4-
Dichlorophenoxyacetic acid that are xenoestrogens which can accumulate in
organisms, and found in cleaning products, paint, herbicides, pesticides and used in
the construction materials.

Zebrafish are resilient has transparent eggs and embryos, development can be
monitoring easily, generation time is short, sensitive to toxic agents and with the
genetic structure similar to humans, for these reasons zebrafish are the most
frequently used model organism in toxicology studies

In this study we apply doses of 10, 5, 2, 1, 0,5 and 0,1 puM Octylphenol and 2.4-
Dichlorophenoxyacetic acid 2, 1, 0,5, 0,2 0,1 and 0,05 mM on zebrafish embryo and
larva via Fish Ecotoxicity Test. Application chemicals are insoluble in water so
firstly we solve chemicals in %1 DMSO. We calculate 120 hour LCsy values of
Octylphenol and 2,4-D. Also we investigate morphological effects of these chemicals
on zebrafish embryo and larvae.

As a result we find 120 hour LCsy values for Octylphenol 1,592 uM and for 2,4-D
1,185 mM Also we find morphological defects such as blastodermal lesion,
craniofacial defects, vertebral defects, pericardial and perivitellin edema and
hemoralgy on zebrafish embryo and larvae.



BOLUM 1. GiRiS

Cevre, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan yabanci organik
bilesiklerle kirletilmektedir. Bu bilesikler arasinda organizmanin endokrin sistemi
basta olmak iizere savunma iireme ve gelisim gibi bir¢ok kritik sisteme zarar veren
kimyasal arasinda Endokrin Bozucu Bilesikler (EBB) yer alir. EBB organizmaya
harici olarak alinan, dogal veya insan kaynakli, bireysel veya popiilasyon
seviyelerinde geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz negatif etkiler yapan kimyasallardir.
Bu kirleticiler 6zellikle, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan

atik sularla sucul ekosisteme dahil olmaktadir.

Baliklar cevresel kirligin izlenmesinde uygun organizmalardir. Ciinkii hem beslenme
yoluyla hem de direkt olarak sudan kirleticileri alarak dokularinda yogunlastirirlar.

Boylece besin zinciri yoluyla kirliligin tasinmasina neden olurlar.

Bu calismada etkilerini incelemek {iizere sectigimiz kimyasallardan biri 4-tert
Oktilfenol’diir (OP). OP, Alkilfenol etoksilatlara ait bir iyonik olmayan
surfektanlardir. Temizlik tiriinleri, boya, herbisit, pestisit gibi maddelerin yapiminda
kullanilan yiizey aktif bilesiklerdir. Yagda coziinen bir bilesik oldugu icin besin
zinciri igerisindeki iist canlilarin yag dokularinda birikim yapmaktadir. Endokrin
bozucu bir bilesik oldugu icin organizmalarin bircok sistemini etkileyerek zarar
vermektedir. Sucul canlilar iizerindeki etkileri konusunda yapilan calismalar son

derece sinirlhidir (Naylor, 1992; Markey, 2001; Ying, 2002).

Bu calismada etkilerini incelemek iizere sectigimiz kimyasallardan digeri 2,4-

Diklorofenoksiasetik asittir. 2,4-D herbisidi bir klorofenoksi asetik asit tiirevine ait



secici ve sistematik bir herbisittir. Herbisitler yabanci otlarla miicadelede kullanilan
zirai ilaglardir. Yapilan caligmalarda 2,4-D’nin sucul canlilar i¢in teratojenik ve
norotoksik olabilecegi belirtilmis, ancak yapilan calismalar son derece sinirh

kalmistir (WSDE, 2001).

Zebra baliklar, dayanikli bir tiir olmalari, kolay bulunmalari, laboratuvar ortaminda
kolay beslenebilmeleri ve ¢ogalmalari, ergin disilerin haftalik araliklarla yiizlerce
yumurta birakabilmeleri, dis dollenmeyle iiremeleri, yumurta ve embriyolarin
saydam olusu, yumurta ve larva gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, {ireme
zamaninin kisa olmasi ve embriyolarinin toksik ajanlara duyarli olusu nedenleriyle
toksikoloji ¢alismalarinda en siklikla kullanilan model organizmalardan biridir (Lele,

1996).

Son yillarda ekotoksikoloji calismalarinda Danio rerio (Zebra baligl) yumurtalari ve
embriyolari siklikla kullanilmaya baslanmistir. Bu yilizden zebra baliklar1 gelisim ve
toksikoloji calismalarinda en 6nemli model organizmalardan biri haline gelmistir
(Page, 1990; Lele, 1996; Roush, 1996; Briggs, 2002; Nagel, 2002; Langheinrich,
2003; Hill, 2005; Yang, 2009; Norton, 2010; Busch ve ark., 2011; Sipes 2011;
Stridhle ve ark., 2012; Konantz, 2012).

Bu calismada Oktilfenoliin ve 2,4-Diklorofenoksiasetik asidin farkli dozlarinin zebra
baliginin embriyo ve larvalan iizerine uygulanmistir. Uygulama balik ekotoksisite
testi (Fish Ecotoxicity Test) yontemiyle yapilmistir. Oktifenol ve 2,4-D i¢in 120
saatlik LCsy degerleri hesaplanmistir. Ayrica bu kimyasallarin embriyo ve larvalara
olan morfolojik etkisinin olup olmadigr varsa hangi dozlarda etkili oldugunun

belirlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Zebra Bahgimin Genel Ozellikleri

2.1.1.Zebra Baliginin Sistematigi

Zebra baligi, Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) Cyprinidae familyasina ait
(Tablo 2.1) tropikal bir tiirdiir. Anavatanm1 Giineydogu Asya olan zebra baliklan

baskin olarak da Pakistan ve Hindistan’da da bulunmaktadir.

Tablo 2.1. Zebra baliginin taksonomisi

Phylum : Chordata

Classis : Osteichthyes (Kemikli baliklar)
Ordo : Cypriniformes

Familya : Cyprinidae

Cins : Danio (= Branchydanio)

Tiir : Danio rerio (Zebra balig)

Baligin govdesi 1s18a baghh olarak koyu mavi, giimils beyaz1 veya altin sarisi
cizgilerle ortiili oldugundan zebra baligi olarak adlandirilmaktadir. Danio ismi
Bengalce’de, piring tarlasindan anlamina gelen “dhani” kelimesinden almaktadir
(Talwar ve Jhingran, 1991). Uygun kosullar altinda bakiminin kolay olmasi, ¢ok
sayida yumurta vermesi ve yumurtalarinin seffaf olmasi nedeniyle 1930’Iu yillardan
beri yaygin olarak iizerinde arastirmalarin yapildigi bir tiirdiir. Genetikte (Norton,
2010), gelisim biyolojisinde (Page, 1990; Roush, 1996; Lele, 1996), cevresel
toksikolojide (Lele, 1996; Nagel, 2002; Hill, 2005; Yang, 2009; Sipes 2011),
farmakolojide (Langheinrich, 2003), norofizyolojide (Briggs, 2002), kanser
(Konantz, 2012) ve bir¢ok hastalik modeli (Sullivan, 2008; Berger, 2012; Li, 2012)

konularinda kullanilan omurgali model organizmadir (Vascotto, 1997; Grunwald ve



Eisen, 2002). Ergin boylar1 4,5 - 5 cm uzunluktadir Erkek bireyler disi bireylerden
morfolojik olarak farklilik gostermektedir. Erkek bireylerin anal yiizgecleri disi
bireylere gore daha biiyiik ve genital papillaya sahiptirler. Yaklasik iireme sicakligi
28,5°C’dir. 90 giinliik olgunluga eristikleri zaman yumurtlayabilirler. Bir seferde 50-
700 arasinda yumurta birakabilir. Yumurta sayist disinin yasina ve viicut

biiyiikliigiine baglidir (Spencer, 2008).

2.2. Gelisim Evreleri

Zebra baliginda embriyo gelisimi; zigot, segmentasyon (yariklanma), blastula,

gastrula, faringula (gecis evresi) ile koryondan ¢ikma, larval, gen¢ (juvenil) ve ergin

evreler olarak devam eder (Kimmel ve ark., 1995).

2.2.1. Zigot evresi (0-45 DK)

Zebra baligi yumurtalan telolesitaldir. Fertilizasyondan yaklasik 10 dakika sonra

(Sekil 2.1), teleost yumurtalarin sitoplazmasi animal kutupta toplanir ve niikleusu

cevreler. Yumurta sitoplazmasinin bu kismi blastodisk olarak adlandirilmaktadir.

Sekil 2.1.Déllenmeden yaklasik 10 dakika sonra zigot.

2.2.2. Segmentasyon (Yariklanma) evresi (45 — 120 dk)



[k boliinme fertilizasyondan yaklasik 45 dakika sonra gerceklesir (Sekil 2.2). Daha
sonra blastomerler yaklasik olarak 15’er dakika arayla boliinmeye devam eder (Sekil

2.3). 128 hiicre olustuktan sonra blastula evresi baslar.

Sekil 2.3. 8 hiicreli evre, dollenmeden yaklasik 75 dakika sonra embriyo.

2.2.3. Blastula evresi (2 — 5 saat)

Blastodiskte yaklasik dollenmeden 2 saat sonra,128 hiicre olustugu zaman baslar. Bu
evrede 512 hiicre safthasindayken (Sekil 2.4) orta-blastosol gecisi (mid-blastula
transition) (MBT) sekillenir. 1000 hiicreli iken vitellus sinsitiyal tabakasi (yolk
syncytial layer) (YSL) goriilmektedir. Epiboli (Sekil 2.5), blastula periyodunun
sonunda baslamaktadir. Bu satha, vitellus iizerindeki YSL’1n yayilmasi ve blastodisk
hiicre tepesinde eszamanli olarak meydana gelen incelme ve yayilma ile karakterize
edilmektedir. Epiboli safhasi, vitellusun hepsi embriyo ile c¢evrildigi zaman

gastrulasyonun sonuna kadar devam eder.



Sekil 2.4. 500 hiicreli evre, dollenmeden yaklasik 2,5 saat sonra embriyo.

4

Sekil 2.5. Embriyoda epiboli baslangici

2.2.4. Gastrula evresi (5-24 saat)

Epibolinin vitellusun 1/3’{inii kapladigi zaman baglar, dollenmeden sonra yaklasik 5
saatlik bir siire gecmistir (Sekil 2.6). Blastoderm hizli béliinmelerle vitelliisii
kaplamaya devam eder, epiboli tamamlanmaya yakin dorsal bélgede kalinlagsma,
kuyruk tomurcugu ve bas bolgesi farklilasma gozlemlenir (Sekil 2.7). Ik somitlerin
ve optik vesikiillerin olusumu ile devam eder (Sekil 2.8). 18 saat sonunda artik tipik

balik sekliyle taniabilir ve isitme plaklar1 gelismistir.



Sekil 2.6. Embriyoda %50 epiboli dollenmeden yaklagik 5,5 saat sonra.

Sekil 2.7. Bas bolgesi kalinlagmasi ve kuyruk tomurcugunun olusumu Déllenmeden yaklasik 10 saat sonra.

Sekil 2.8. 10 somitlik Zebra balig1 embriyosu, dollenmeden yaklagsik 14 saat sonra.



2.2.5. Faringula (Gecis evresi) (24-48 saat)

24 somitli embriyonun balik sekline kavustugu, retinada viicutta pigmentasyonun
basladig1 evredir (36. saat). Yemek borusu basta olmak iizere sindirim sisteminin
gelisiminden dolayr bu periyoda faringula periyodu denilmektedir (Sekil 2.9).
Kuyruk epeyce uzar ve kalp atis1 baslar ve 1-2 saat icinde kan dolasimi goriilebilir.

Somitler 30 tanedir.

Sekil 2.9. Yaklasik 48 saatlik Zebra balig1 embriyosu.

2.2.6.Koryondan ¢cikma evresi (48-72 saat)

Embriyo koryondan ¢ikmaya hazir hale gelirken bir yandan da bag bolgesinde yaygin
bir sar1 renklenme baglar. Kalp atis1 diizenlidir. Kuyrugun siddetli kontraksiyonuyla
koryon herhangi bir yerden yirtilmakta ve larva disar ¢ikmaktadir (Sekil 2.10). Aym
sartlar altindaki yumurtalarin c¢ogunun koryondan c¢ikma zamanlari oldukca

degisiktir. Ama bu siire normal olarak 28°C’de yaklasik 72. saatte tamamlanir.



Sekil 2.10. Koryondan ¢ikma evresi

2.2.7.Larval evre (72 saat- 30 giin)

Embriyolar koryondan ¢iktiktan sonra larva olarak adlandirilir (Sekil 2.11). Yiizmeye
baslayan larvalarin hava keseleri sismeye basglamistir. Vitelliis keseleri tamamen

bittigi i¢in beslenmeye ihtiya¢ duyarlar.

Sekil 2.11. 5 giinlitk Zebra balig1 larvasi

2.2.8.Geng (juvenil) evre (30-90 giin)

Bu siire¢ ergin hale gelinceye kadar yaklasik 90 giin devam edecektir.

2.2.9.Ergin evre
Zebra Balig1 ergenlige yaklasik 90 giinde ulasir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Ergin Zebra balig1 (http://www.sphere.be/ adresinden alinmustir.)

2.3. Cevre Kirliligi

Diinya niifusu 20. yiizyil boyunca ii¢ katina ulagsmis iken, su kaynaklarinin kullanimi
altt kat artmistir. Gelecek 50 yil icerisinde, diinya niifusunun % 40-50 oraninda
artacagl diisiiniilmektedir. Bu niifus artisginin endiistrilesme ve kentlesme ile
birlesmesi, su isteginin artmasi ile sonuglanacak ve cevre iizerinde ¢ok Onemli

olumsuz sonuglara yol agacaktir (WWC, 2006).

Gecmis zamanlarla kiyaslandiginda, giiniimiizde atik su iiretimi ve bunun dagilimi
zaten en iist seviyededir. Insanlar tarafindan su kullaniminin artis1 sadece endiistriyel
ve tarimsal gelisim i¢in gerekli olan su miktarim azaltmamakta, ayrica sucul
ekosistemler ve bunlarin bagiml tiirleri i¢in yikici etkilere neden olmaktadir (WWC,

2006).

Cevre, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan yabanci organik
bilesiklerle kirletilmektedir. Kirleticilerin binlercesi iiretilmekte ve kismen cevreye
verilmektedir (Van Der Oost, 2003; Miller, 2003). Ozellikle gelismekte olan
ilkelerde aritilmamis endiistriyel, evsel ve tarimsal atiklar énemli bir sorundur. Atik
aritim tesislerinden yoksun endiistriyel kuruluslar, siklikla nehir yataklar1 ya da diger
suyollar tizerinde yer almaktadir. Bu kuruluglar kat1 ve s1v1 atiklarin1 dogrudan veya
dolayl olarak su kaynaklarina vermektedir, bu ise nehirler aracilig1 ile denizlere ve

okyanuslara taginarak 6nemli su kirliligine neden olmaktadir (Al-Arabi, 2005).

Kirleticiler dogal sulara ulastiklari zaman sucul organizmalarin organlarinda

birikerek zararh etkiler meydana getirirler. Bu nedenle baliklar sudaki cevresel
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kirleticilere daha duyarhdir. Kirleticiler énemli doku hasarlar1 ile sonug¢lanabilecek
belirli fizyolojik ve biyokimyasal siireclerde onemli bozukluklara neden olabilir
(Balin, 1997). Son yillarda cevresel kirlilige bagh olarak, popiilasyonlarda azalmalar
oldugu ve oOzellikle erkek birey sayisinin bazi tiirlerde Oonemli diizeyde azalig
gosterdigi kaydedilmektedir. Bunun baslica nedeninin endokrin bozucu etkiye sahip
ya da endokrin taklitcisi olarak rol oynayan maddeler (ksenodstrojen ya da cevresel
ostrojen) olduguna isaret edilmektedir (Hutchinson, 2002; Moncaut, 2003; Hirano,
2004).

2.4. Endokrin Bozucu Bilesikler

Endokrin bozucu bilesikler (EBB), organizmaya harici olarak alinan, dogal veya
insan kaynakli, bireysel veya popiilasyon seviyelerinde geri doniistimlii veya
dontisiimsiiz negatif etkiler yapan kimyasallardir. Viicudun normal hormonal
sistemine etkileri; dogal hormonlan taklit ederek normal sentezleri ve hormonal
fonksiyonlar1 engelleme, depolanan hormonlar1 serbest birakma, salgi, tasinim
mekanizmalarim1 engelleme, baglanma ve dogal hormonlar1 devre disi birakma

seklindedir (USEPA, 1998).

Endokrin bozucu bilesikler, organizmanin igleyisin dengelenmesinden sorumlu dogal
hormonlarin aktivitesini, tutulmasini, metabolizmasini, taginimini, iiretimini
etkilemektedir (EPA, 1997). EBB etkileri biyokimyasal olabildigi gibi molekiiler,
hiicre, doku, organ, organizma, popiilasyon, kommunite ve ekosistemi igceren bircok

biyolojik organizasyon seviyesinde meydana gelmektedir (Hoffman ve ark., 2003).

Hormon bozucu kimyasallar farkli yollar ile organizmamin hormonal sistemini
etkilemektedir. EBB’lerin viicudun hormonal sistemine etkileri su sekilde
Ozetlenebilir:
¢ Endojen (dogal) hormonlan taklit ederek hormon sentezini ve hormonal
fonksiyonlarini engelleme,
e Depolanan hormonlar1 serbest birakma, salgi, tasinim mekanizmalarini
engelleme ve baglanma,

e Dogal hormonlar1 devre dig1 birakma,
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e Hormon reseptorlerini antagonize ya da agonize etme (Markey ve ark., 2003;

Maffini ve ark., 2006).

Endokrin bozucu bilesikler dogal ostrojenlere benzer etkilere sahip Ozellikte
olmalarindan dolay1 bu kimyasallar ayn1 zamanda cevresel Ostrojenler ya da ekzojen
Ostrojenler olarak da kabul edilir. Bu cevresel Ostrojenik bilesikler, Ostrojen
reseptoriine baglanma ve tepkime olusturma prensibine dayanan testlerle tayin

edilebilmektedir (Sonnenschein ve Soto, 1998; Cook ve ark., 1997; EPA, 1998).

2.4.1. Endokrin bozucularin siniflandirilmasi
Cevresel ortamlarda bulunabilen ve birikim yapma Ozelligine sahip c¢evresel

ostrojenler sunlardir (Lintelmann ve ark., 2003; Colborn ve ark., 1993);

e Dogal dstrojenler: Fitodstrojenler, hayvan steroitleri, mikodstrojenler vb.

e Sentetik steroidler: 17a etinil ostradiol (EE,), dietilstilbestrol (DES), zeranol,
trenbolon, mestranol.

e Organoklorlu pestisitler: Dikloro difenol triklorethan (DDT) vemetabolitleri,
metoksiklor, kepon, lindan, atrazin.

e Endistriyel kimyasallar: Fenoller, dioksinler, poliklorlu bifeniller (PCB),
alkilfenol etoksilatlar (APE), ¢ok halkali aromatik hidrodrokarbonlar (PAH),
vb.

e Plastikler ve monomerleri: Bisphenol A (BPA), fitalatlar.

2.4.2. Endokrin bozucu bilesiklerin zararlari

Cevredeki insan yapimi kimyasal maddelere maruz kalmanin insanlarin fetal ve ergin
donem {iizerindeki genel, iireme sistemi ve kanser yapici etkileri konusunda ilk
calisma Sullivan ve Barlow tarafindan 1979 yilinda yapilmistir. 1988‘de Finkelstein
ve arkadaslarinin tespitlerinde kozmetikte kullanilan bazi maddelerin endokrin

bozucu kimyasallar ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Endokrin bozucu bilesiklerin (EBB) kimyasal yapilan oldukc¢a genis bir farklilik
gostermektedir. Bu kimyasallarin hormon tahrip edici etkileri invitro ve invivo
caligmalar ile tespit edilmektedir. EBB testlerinin ¢ogu Ostrojen hormonunu taklit
eden Ostrojenik kimyasallara odaklanmistir. Bir¢ok kimyasalin Ostrojenik temelli
oldugu kiiltiir sartlarinda insan ya da hayvan hiicreleri kullanilarak tayin edilmistir.
Farkli canlilar kullanilarak 6strojenik rol oynayan kimyasallarin tespit edilmesi s6z
konusudur. Baliklar kullanilarak bu kimyasallar ile kirlenmis sucul ortamdaki etkiler
belirlenebilmektedir (Sumpter ve ark., 1995). insan hiicreleri kullanilarak gelistirilen

testler ise bu kimyasallardan korunma amaciyla gelistirilmistir (Soto ve ark., 1995).

Viicuda alindiginda dogal hormonlar taklit edip iireme sistemini bozan cevresel
ostrojenlerin dogada bir¢cok hayvan tiiriinde (baz1 baliklarda, kuslarda, memelilerde
ve timsahlarda) cinsiyet bozukluklari, cinsiyetsiz dogumlar, sperm sayilarinda
azalmalar, erkek organizmalarda disilik, disi organizmalarda da erkeklik 6zelliklerini
arttirdigi tespit edilmistir (Colborn ve ark., 1993; Sonnenschein ve ark., 1998).
Canlilarin cevresel Ostrojene maruz kaldigi donem (6zellikle fetal ve neonatal
donem), aldig1 doz ve siiresi ortaya ¢ikacak patolojinin siddetinde 6nemli rol oynar
(Markey ve ark., 2003). Sentetik olarak iiretilen bu maddeler evsel ve endiistriyel atik
sulara karigmakta ve gol, irmak, deniz gibi dogal sularda, icme suyu kaynaklarinda,
toprakta ve beslenme zincirlerinde birikmektedirler. Bu bilesikler kimyasal
kararliliklarindan dolayr onlarca yil dogada parcalanmadan kalabilmektedir.
Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan PCB, dioksin, DDT ve bir¢ok organoklorlu
pestisitler gibi EBB’lar lipofilik yapida olduklari i¢in memelilerde adipoz ve meme
dokuda, kuslarda ise ozellikle yagdan zengin yumurta sarisinda birikmektedir. Bu
kimyasallarin viicutta yarilanma Omiirleri olduk¢ca uzundur ve dolayisiyla diisiik
dozlarda bile viicutta onemli etkilere yol agabilmektedirler (Fry 1995; Colborn
1993).

Baz1 bolgelerde alkilfenollerin baliklarda disilesmeden sorumlu kimyasal oldugu
belirlenmistir (Jobling ve ark., 1995). Alkifenollerin (AP) parcalanma iiriinii olan
nonilfenol ve oktilfenol’iin balik dokularinda oldukca yiiksek oranlarda biriktigi
(Warhust, 1995; Schwaiger ve ark., 2000), vitellojenininin sentezlenmesine ve testis

boyunun kiiciilmesine neden oldugu rapor edilmistir (Jobling ve ark., 1996).
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Yapilan calismalarda omurgali canlilarin embriyo-larval ve ergenlik 6ncesi devirlerin
toksik maddelerin etkilenme konusunda en hassas donemleri oldugu kanaati

olusmustur (McKim, 1977; Jin ve ark., 2009).

2.4.3. Alkilfenol Etoksilatlar

Alkilfenol etoksilatlar iyonik olmayan surfektanlardir. Etilen oksitle reaksiyona giren
dallanmig zincirli alkilfenol icerirler ve etoksilat zinciri olustururlar. Alkil fenol
etoksilatlar (APE), temizlik iiriinleri, boya, herbisit, pestisit gibi maddelerin
yapiminda kullanilan yiizey aktif bilesiklerdir. Ik defa tammlanmasi 1944 yilinda
Ingiltere’de gerceklesmis, evsel iiriinlerde ve endiistride genis yayilim gosterdigi
belirlenmistir (CES, 1993). Biyolojik olarak kolay parcalanma 6zelliginde olan alkil
fenol etoksilatlarin parcalanma tiriinleri arasinda oktilfenol ve nonilfenol gibi iiriinler
aciga cikmaktadir. Bu parcalanma iirtinleri toksik ve biyolojik olarak parcalamaya
kars1 direncli yapilardir (Warhurst, 1995). Ticari olarak satilan APE’ler 100’den
fazla izomeri bulunmaktadir (Ieda ve ark., 2005). Nonilfenol etoksilatlar ticari olarak
diinya pazarinda %80’lik oranda kullanilirken oktilfenol etoksilatlar %20’lik pay
almaktadir (White ve ark., 1994). Diinyada yillik 500000 ton kadar APE iiretilmekte
(Renner, 1997) ve bunun % 60’1 nonilfenol, oktilfenol gibi metabolitler olarak irmak,
gdl ve haliclere birakilmaktadir (Jobling, 1996; Ahel, 1994). Cevredeki APE’nin
temel kaynaklart; lagim sular ile muamele edilmis bitkiler, yiin, yapagi ve et iiriinleri
gibi hayvansal iiretim islem atiklaridir (Talmage, 1994). Bu bilesiklerin diinyadaki
toplam iiretim miktarmin % 60’dan fazlas1 kanalizasyon ve endiistriyel atiklarla
sularda toplanmaktadir (Iscan ve ark., 2001). Bu hidrofobik bilesikler atik sularda

daha yogun olarak da tortularda ve sedimentlerde bulunurlar (Giger ve ark., 1984).

Bir¢ok calisma alkilfenol etoksilatlarin yiiksek derecede Ostrojenik aktivite gosteren
bilesik oldugunu ifade etmesine ragmen bunun mekanizmasit ¢ok acik degildir
(Purdom ve ark., 1994; Sharpe ve ark., 1995; Blake ve Ashiru, 1997: Kwack ve ark.,
2002). Kemirgenler iizerinde yapilan deneylerde alkilfenollerin Ostrojenik etkileri

(Owens ve Koeter, 2003), gelisim (Bogh ve ark., 2001) ve iireme sistemi (Darmani
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ve Al-Hiyasat, 2004) iizerine olan etkileri tespit edilmistir. Ayrica baz1 allerjik

inflamasyonlan tetikledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Suen, 2012).

Giiniimiizde ise endiistriyel surfektan olarak ve hala bazi evsel kullanim amach
olarak gorev yapmaktadirlar (Soto ve ark.,, 1991). Nonilfenol etoksilatlarin
deterjanlarda kullanilmas: Ingiltere’de 1976 yilinda yasaklanmistir (DoE, 1992).
Ayrica Oktoksinol-9 ve nonoksinol-9 olarak spermisit olarak kullanilmaktadir
(Bartman, 2001). Oktoksinol-9 1992 yilida FDA tarafindan onaylanmadigi igin
tiretimden kaldirimistir (FDA, 2002).

Alkilfenoller gibi birgcok EBB yaglarda ¢o6ziinebilmektedir. Bunun sonucunda
insanlar ve hayvanlarin bu toksik maddeler iceren besinler ile beslenmesi yoluyla
viicutlarina girmesi ve yag dokularma birikmesi s6z konusudur. Canlilarin yag
dokusunda biriken kimyasallarin biyolojik birikimi aliman kimyasalin miktarina
baghdir (Hall, 1992; Warhust, 1995). Bu kimyasallarin bircogunu yag dokusundaki
seviyeleri bir hayvanin digerini yemesi ile artmaktadir. Bundan dolay1 da en yiiksek
seviyeler insan, yunus, fok ve balik ile beslenen kuslar gibi besin zincirinin en

tistiinde bulunan canlilarda bulunmaktadir. (Allsop ve ark., 1997).

Alkilfenol kullanimi ag¢isindan iilkemizde de durum c¢ok farkli degildir,
alkilfenollerin kullanimi yaygindir. Iscan ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan
caligmada, Karadeniz bolgesindeki nehir ve derelerden ornekler alinmistir. Su
orneklerinde alkilfenole rastlanmamakla birlikte, balik dokularinda ve sediman
orneklerinde alkilfenole rastlanmustir. Iscan ve arkadaslari alkilfenollerin balik
dokularinda goézlemlenmesinin, nehirlerimizde alkilfenol varligini bir gostergesi

oldugunu aciklamislardir (Iscan ve ark., 2001).
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2.4.3.1. 4-tert Oktilfenol

Oktilfenol, alkilfenol etoksilatlarinin biyopargcalanma iiriinii olan non-iyonik yiizey
aktif maddesidir. Sekil 4.1’de ve Tablo 4.1°de ozellikleri belirtilen Oktilfenol, genel
formiilii CgH;7.C¢H4(OH) olan isomerik bilesikler olarak bilinmektedir. Oktil grubu
(CsHy7) cesitli yollarla dallanir ya da kuvvetli bir zincir olusturabilir. Bu
izomerlerden oktilfenol ticari olarak biiyiik bir 6neme sahiptir (OSPAR, 2003).
Oktilfenoller, deterjanlarin yapiminda, plastik endiistrisinde (Bechmann, 1999;
Ying ve ark., 2002), kagit (Latorre ve ark., 2005), tekstil, deri ve metal (BAFU,
2007) endiistrilerinde, pestisitler, herbisitler, boyalar, antioksidanlarin sentezinde,
kisisel bakim {iiriinlerinde (Grisolia, 2004; Adachi ve ark., 2005), oyuncaklarda,
bebek biberonlarinda, kontakt lenslerde (Cakal ve Parlak, 2007), kondomda ve
vajinal gebelik Onleyici ilaglarda spermisidal ajan olarak (Leung ve Ballantyne,
1999) fotograf kimyasallarinda ve ilaglarda (Markey ve ark., 2001)
kullanilmaktadirlar. OP’nin 1999 yilinda 9500 ton iiretildigi ve bu zamana kadar her
yil satisinda 500 ton artis oldugu rapor edilmistir (OSPAR, 2003).

Oktilfenol etoksilatlar daha kalici olan oktilfenole mono ve dietoksilate ve
bunlarinda pargalanmasi ile oktilfenole indirgenir (Warhurst, 1995). OP ve NP diger
APE’lere gore daha dayanikli, daha kalic1 ve daha toksiktir (Naylor ve ark., 1992).
Oktilfenoliin sudaki yar1 émrii 60 giin, sedimentte ki yar1 omrii ise 180 giin olarak
belirtilmistir (Ahel ve ark., 1994). Canlilarda yarilanma Omiirleri canli tiirii, cinsiyet
ve hatta suslan i¢in bilyiik farklilik gostermektedir. Winstar erkek ratlarda 5 saat
(Certa ve ark., 1996) iken, Han disi ratlarda 36 saat (Upmeier, 1999), yillik
baliklarinda (Killifish, Oryzias latipes) 8 saat (Tsuda, 2001) civarindadir.

Bir¢ok OP cevreye endiistriyel atik sular ile dogrudan ulagmaktadir. Oktilfenol' iin
aritma tesisleri ile ulastig1 nehirler ve akarsularda 1 mg/l nin altinda bulundugu rapor
edilmistir (Blackburn ve Waldock, 1995: Bennie ve ark., 1997; Isobe ve ark., 2001).
Suda yasayan canlilarin, kuglarin i¢ organlarinda ortamda bulunan seviyelerden 100

kat fazla birikim tespit edilmistir. (Harris ve ark., 2001, OSPAR, 2003)
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OP ve NP Avrupa komisyonu su politikalar1 alanindaki 6nemli maddeler listesinde
oncelikli zararli maddeler olarak siniflandirmus ve kullanimi kisitlanmustir (EPC,

2003).

2.5. Herbisitler

Herbisitler yabanci otlarla miicadelede kullanilan zirai ilaglardir. Genel anlamda,
yabanci otlar1 dldiirmede veya normal gelisimini onlemede kullanilan kimyasal
maddelerin tiimiine birden herbisit denir. 1900’li yillardan itibaren siilfiirik asit,
demir siilfat, bakir nitrat, amonyak ve bazi potasyum tuzlar1 herbisit olarak

kullanilmastir.

Herbisitler genel olarak iki gruba ayrilirlar;
e Secici olmayan herbisitler (total herbisitler)

e Secici herbisitler (selektif herbisitler)

Herbisitler bitkilere etki yerlerine gore de iige ayrilir:

e Sistematik herbisitler: Bitkinin vaskiiler sistemine yayilarak etki ederler.

Bitkinin kok ve yapraklariyla temas halinde olduklarindan bitkinin
damarlarindan hizla absorbe edilirler. 2,4-D bu gruba verilebilecek bir

ornektir.

e Kok ve tohumlar etkileyen herbisitler: Topraga birakilan herbisitler
tohumlara ve koklere etkiyerek gelismelerini engeller.
o Kontakt herbisitler: Bitkinin yaprak ve govdesiyle temas ettigi an Oliimiine

neden olan herbisit grubudur (WSDE, 2001).

Caligma konusunu olusturan 2,4-D, secici ve sistematik bir herbisittir.

2.5.1.2,4-Diklorofenoksiasetik Asit

Herbisitler yabanci otlarla miicadelede kullanilan zirai ilaglardir. Genel anlamda,
yabanci otlar1 6ldiirmede veya normal gelisimini onlemede kullanilan kimyasal

maddelerin tiimiine birden herbisit denir. Calisma konusunu olusturan 2,4-D
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dimetilamin (DMA) formu bir klorofenoksi asetik asit tiirevidir. Sekil 4.2’de ve
Tablo 4.2°de 6zellikleri belirtilen klorofenoksi asetik asit de, secici ve sistematik bir
herbisittir. Fenoksi asitler grubuna dahil bu kimyasal maddelerin asil gorevleri
bitkinin kontrolsiiz ve hizli biiyiimesine neden olarak 6lmesini saglamaktir. Yiiksek
derecede secici herbisitler sinifina dahildirler (WSDE, 2001). 2,4-D maliyet
disiikligii ve iiretim kolayligr acgisindan tercih edilmektedir. 2,4-D ticari olarak
satilan ilk herbisitlerden biridir. 1940’larin sonlarina dogru ABD’de satisa
sunulmustur. 2,4-D zirai ve zirai olmayan alanlarda kullanilan bir herbisit olup
Tiirkiye’de de kullanilmaktadir. Tiim diinyada 300 milyon dolar1 asan, dzellikle
oldukga biiyiik bir pazara sahiptir (EPA, 2005).

2,4-D birincil olarak tarim, ormancilik, ¢im alanlarin bakim uygulamalarinin yaninda
eglence alanlari, parklar, golf sahalari, sokak kenarlari, endiistriyel arsalar ve
bahgivanlikta da kullanilmaktadir. Bitkiler 2,4-D’yi uygulamadan sonraki 4 ila 6 saat
icerisinde absorblar (Kwan ve Chu, 2004). 2,4-D yabani otlarin kok ve siirgiin
biiytime noktalarinda birikerek biiyiimeyi inhibe eder (Shankar ve ark., 2006).
Fenoksiherbisitlerin genis yaprakli bitkileri 6ldiirdiigii, ancak cimleri ve kozalakh
agaclan etkilemedigi belirlenmistir. Bunlarin yapisi, protein ve DNA sentezini
engelleyen ve meristematik dokularin kontrolsiiz gelisimine neden olan dogal
olusumlu bitki hormonlarinin -oksinlerin- modifikasyonu seklindedir. Bu nedenle bu
sinif herbisitler bitki hiicre ve dokularina, temel metabolik olaylara zarar verirler.
Arastirmalar gostermistir ki; klorlanmig fenoksiasetik asit tiirevlerinin diisiik
konsantrasyonlar siirgiin ve kok biiytimesi, tohum ¢imlenmesi ve fotosentez hizini
stimiile edebilir, ancak fazla miktarlar1 bu prosesleri inhibe edebilir. Bitkilerin iletim
sistemlerinin anormal bilylimeden 6tiirii bloke olmasina ve boylece 6lmelerine neden
olur (Hess, 1993). Hiicresel yapi bilesenleri (6zellikle glukoz, diger karbohidratlar ve
aminoasitler) ile fenoksiherbisitlerin reaksiyon verebilme o6zelliklerinden dolay1

cimenler fenoksi herbisitlere kars1 direnglidir (Sota ve ark., 2003).

Ancak tarimda ve bahgecilikte yaygin olarak kullanilan fenoksi herbisit, ciddi
ekolojik etkiler gosterir. Kuslar ve faydali bocekler iizerindeki toksik etkilerinin
yaninda sudaki yasam, algler, kiiciik omurgasizlar, amfibiyanlar ve baliklar 2,4-D

tarafindan olumsuz etkilenirler. 2,4-D serbest asidinin suda ¢6ziinebilirligi ve diisiik
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toprak adsorpsiyon katsayisina sahip olusu nedeniyle pestisiti sizan sularla yer alti

sularina gecebilir (Montiel ve ark., 2006).

Diinya Saglik Orgiitii baliklarda 2,4-D’nin teratojenik etki dozunun 1 ppm oldugunu
bildirmistir (WHO, 1984). Amerika Birlesik Devletlerinde 2,4-D’nin kullanildigi
alanlara yakin sularda yasayan balik ve midyelerde 0,01 - 1,00 ppm 2,4-D saptandig
belirtilmistir (Schultz ve ark., 1974). Diger bir calismada yakin cevrede 2,4-D
kullanilmasiyla iligkili olarak yilizey sularinda 2,4-D maddesine rastlandig1 rapor

edilmistir (Osman ve ark., 1963).



BOLUM 3. LITERATUR OZETi

3.1. Oktilfenol ile Yapilan Calismalar

Alkilfenol etoksilat1 olan oktilfenol deterjanlarda, ¢oziiciilerde, 1slatma ajanlarinda ve
dagiticilarda (dispersant) yogun sekilde kullanilmaktadir (Talmage ve ark., 1994;
Staples ve ark., 1999).

Sucul ortamda OP’iin 0.084 ppb seviyelerinde bulundugu Bennie ve arkadaslan
(1997), tarafindan rapor edilmistir. Ayrica bu kimyasalin baliklarda (Gronen ve ark.,
1999), kurbagalarda (Kloas ve ark., 1999) ve farelerde (Majdic ve ark., 1997)

endokrin hormon fonksiyonlarin1 bozdugu belirtilmistir.

Insanlar iizerinde yapilan oktilfenolle ilgili ¢aligmalar oldukga simirlidir. Calafat ve
arkadaslar1 2008 yilinda 2517 denekten alinan idrar orneklerinde 0,2 ve 20,6 ng/ml
arasinda oktilfenol 6lgmiistiir. Tan ve Mohd 2003 yilinda yapiklart ¢alismada 180
yenidogandan alinan kordon kanindan 31 tanesinde <0.05 ve 1.15 ng/ml oktilfenol
Olctimii yapmislardir. Ademollo ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar ¢alismada

insan siitiinde 32 ng/ml nonilfenol ve 0.08 ng/ml oktilfenol tespit etmislerdir.

Androjen-ostrojen dengesindeki bozulmalar yiiziinden insanlarda spermatogenezin
prematur aktivasyonu goriilebilir (Kula ve ark.. 1996). Ayrica OP’nin ratlarda erken
ergenlikle birlikle spermatogenezi 6nceden baslatma yetenegi oldugu bulunmustu.

(Atanassova ve ark., 2000).

Cevresel ostrojenlerin baliklar {izerine etkilerinin belirlenmesinde non-iyonik yiizey
aktif maddesi, alkilfenollerin pargalanma iiriinii olan oktilfenol kullanilmistir. Bu
kimyasalin toksik ve Ostrojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla bircok tiir ile test

yapilmistir. Sharpe ve arkadaslar1i (1995), 4-tert oktilfenolii standart protokol
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tarafindan tamimlanmayan fakat testikiilar biiyiikliikkte ve sperm sayisinda azalmaya
neden olmasina ragmen testikiilar morfolojisinde etkisi bulunmayan yeni tayin

edilmis plastik kimyasal olarak tanimlamiglardir.

Erkek gokkusagi alabaligi dort alkilfenole maruz birakildiginda vitellojeninin (VTG)
plazma konsantrasyonunda belirgin bir artisa neden olmustur, bu artis 6zellikle en az
seviyede 3 ppb oktilfenol de belirgin sekilde gozlenmistir. Nonilfenol ve iki
karboksilikasit APE parcalanma {iriinleri de bu calismada erkeklerde yiiksek
konsantrasyonlarda VTG iiretimini tesvik etmektedir. Aym1 zamanda 4 kimyasalin
timii testikiiler biiylimeyi engellemektedir. Bu etki ozellikle oktilfenolde diisiik

konsantrasyonlarda belirgin olarak gozlenmistir (Jobling ve ark., 1998).

Zebra Baligi’nin (Danio rerio) yumurtlamasi tizerine OP’ un sinirlayic etkisi oldugu
tespit edilmistir. 25 pg/l OP konsantrasyonda yumurtlamanin azaldigi rapor
edilmistir (Van Del Belt ve ark., 2001). Bu calisma sonucunda 12,5 pg/l
oktilfenol’iin toksik ve Oliimlere neden oldugu rapor edilmistir. Zebra balig
erkeklerine uygulanan OP’iin fertilizasyon ve testis boyutu {izerine hi¢bir etkisinin

bulunmadigi gézlenmistir (Jobling ve ark., 1996).

Poecilia reticulata *1n (Lepistes) eseysel karakteristiklerinin gelisimi iizerine
ostrojenik bilesiklerin etkisinin arastirildigl caligmada, haftalik test siiresince bireyler
17-B ostradiole ve oktilfenole maruz birakilmislardir (Toft ve Baatrup, 2003).
Yapilan bu calismada 17-f Ostradioliin en diisiik konsantrasyonuna maruz birakilan
baliklarda disi birey sayisinda artma ya da sabit kalma gdzlenmistir ama bu miktarda

oktilfenole maruz birakilan baliklarda bir degisim gdzlenmemistir.

Aynt zamanda 0,1-100 ng/l OP arasindaki konsantrasyonlarinda erkek bireylerde
gonopodium uzunlugu, sperm hiicre sayis1 ve eseysel davraniglarda genel olarak
artmaya neden oldugu gozlenmistir. Disi bireylerde ise bu konsantrasyonlar, oosit
sayis1 ve embriyo sayisi lizerinde azalmaya neden olmustur. Erkek bireyler 100 pg/l
OP’e maruz birakildiginda eseysel davraniglar ve sperm sayisinda artig belirlenmistir.
Ayn1 miktarda 6stradiol’e maruz birakilan erkek bireylerde ise buna karsilik sperm

sayisinda azalma gozlenmistir. Ayn1 konsantrasyondaki oktilfenolde erkeklerde



22

gonopodium (Kopiiler organ) uzunlugunda artma, disi bireylerde ise gonad
agirhiginda azalma oldugu tespit edilmistir (Toft ve Baatrup, 2003). Ayrica bu
calismada 200 pg/1 oktilfenol’iin cinsiyet oranimi degistirmedigi, erkek bireylerde ise
kontrol grubu ile karsilastirildiginda viicut uzunluklarinin etkilendigi belirlenmistir.
Mortaliteye bakildiginda ise kontrol gurubu ile karsilastirma yapildiginda 200 pg/l

OP’iin 6liim oraninmi % 40 oraninda arttirdig: tespit edilmistir.

Van den Belt ve arkadaglarmin 2003 yilinda yaptigi calismada ergin erkek
Gokkugagr alabaliklar1i ve Zebra baliklarinda 17B-estradiol (5, 10, 25 ng/l) ve
oktilfenol (12,5, 25, 50 ve 100 pg/l) etkilerinin karsilagtirmistir. Bilesiklerin
ostrojenik etkilerinin oldugunu oktilfenoliin 6zellikle 100 pg/l dozunda vitelogenin
seviyesini artirdigini ancak gokkusagi alabaliginin, zebra baligina gére daha hassas

oldugunu bulmuslardir (Van den Belt, 2003a).

Androjen: strojen oranmi diger seylerin yani sira aromatazlar belirlenir. Aromatazlar
(6zellikle cypl9 enzimi) adrojeni geri doniisiimsiiz olarak Ostrojen biyosenteziyle
dontstiiriirler (Jones ve ark., 2006; Seralini ve Moslemi, 2001; Simpson ve ark.,
2002). OP’nin ovaryum aromataz aktivitesini azalttig1 tekir baliklarinda (Mullus
barbatus) tespit edilmistir (Martin-Skilton ve ark., 2006). NP maruz kalmis zebra
baliklarinda cyp19 genini ekspresyonu artmistir (Kazeto ve ark., 2004). Ozet olarak
alkilfenollerin aromataz aktivitesinin etkiledigi balik, kemirgen ve insanlarda tespit

edilmistir.

Endokrin bozcularin ortaya c¢ikan bir¢ok aksiyon mekanizmasi arasmda Aryl
Hidrokarbon Reseptorleriyle (AhR) olan iligkileri bulunmaktadir (Safe ve ark.,
2002). AhR, poliaromatik hidrokarbonlara kars1 gerceklesen biyolojik reaksiyonlara
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (Fujii-Kuriyama ve Mimura 2005; Long ve
ark.. 2003, 2006). Aym1 zaman da cyp gen ailesinde ekspresyonunu diizenleyerek
ksenobiyotik metabolizmada (Thomae ve ark., 2006), teratojenezisde ve
inmunosupresyonda (Novosad ve ark., 2002) 6nemli rol oynar. Embriyo ve
larvalarda gelisen morfolojik bozukluklardan bu mekanizmalarin sorumlu oldugu

diisiiniilebilir.
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3.2. 2,4-D ile Yapilan Calismalar

Kimyasalin DMA formu sucul ekosistem i¢in daha az zararhh gibi goziikiirken,
Biitiloksi Etil Ester formu yiiksek akut toksisite etkisine sahiptir. Biitiloksi Etil Ester
formunun akut LCsy degerleri Daphnia magna icin 0,4 mg/l, Oncorhynchus mykiss
icin de 0,3 mg/l olarak verilmektedir. Bu degerlere gore, Biitiloksi Etil Ester
formunun yiiksek konsantrasyonlarinin sucul ekosisteme cok biiyilkk zararlar

verebilecegi aciktir.

Ancak diisiik ¢Oziiniirliigi ve siiratle hidrolize edilmesi bu riski biraz da olsa
azaltmaktadir (WSDE, 2001). 2,4-D’nin asit formunun da sucul canlilara kars1 ¢cok
zehirli olmayacag diisiiniilmektedir. Ancak LCsy degerleri Cyclops vernalis’te 37
mg/l ve hassas bir tiir olarak bilinen Gammarus fasciatus’da ise 3,2 mg/l olarak

saptanmugtir.

DMA formunda kronik toksisite Daphnia manga igin 27,5 mg/l, Oncorhynchus
mykiss i¢in de 5,56 mg/l olarak belirlenmistir (WSDE, 2001). Farkh 2,4-D
formlarinin ¢esitli balik tiirleri icin belirlenen LCsy degerleri Tablo 3.1°de

verilmektedir.
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Tablo 3.1. Farkli 2,4-D formlarinin ¢esitli baliklar tizerindeki akut toksisitesi (WSDE, 2001).

Formiil Tiir Test tiirii | Yas Zaman | LCso(mg/l)

2,4-D BEE Oncorhynchus mykiss | Akiskan | Juvenil 9%sa |20

2,4-D BEE Oncorhynchus Statik Juvenil 96sa | 0,4-1,1
gorbuscha (0,73)

2,4-D DMA | Pimephales promelas | Statik Biitiin 96 sa | 266-344

Tuz yaslar (314)

2,4-D DMA | Lepomis macrochirus | Statik Eriskin 96 sa 177

tuz oncesi

2,4-D Natuz | Oryzas latipes Statik Embriyo | 48sa |>40

Yapilan arazi calismalarinda 2,4-D’nin Dimetil Asit formunun sucul canllar
tizerindeki etkisinin dolayli yollarla degisebilecegi ortaya konmustur. Oksijen
miktarindaki azalma, mikroorganizmalarin popiilasyon dinamiklerini degistirerek
oksijensiz solunum yapanlar lehine bir fark olusturur ve ayristirma dengelerinde

degisime yol acarak etki derecelenmesini de degistirir (WSDE, 2001).

2,4-D’nin asit formunun dogadaki miktar1 arttiginda, fitoplankton popiilasyonlari
azalir ve bu durum bentik organizma biyokiitlesini ve balik popiilasyonlarini etkiler.
Arazi calismalarinda 2,4-D’nin Biitiloksi Etil Ester formunun, sucul omurgalilarda
davranis1 etkilemedigi, Ornegin baligin yuva yapmasina ya da go¢ yollarinda

herhangi bir degismeye neden olmadigi saptanmistir (WSDE, 2001).

Diinya Saglik Orgiitii baliklarda 2,4-D’nin teratojenik etki dozunun 1 ppm oldugunu
bildirmistir (WHO, 1984). Amerika Birlesik Devletlerinde 2,4-D’nin kullanildigi
alanlara yakin sularda yasayan balik ve midyelerde 0,01 - 1,00 ppm 2,4-D saptandig
belirtilmistir  (Schultz ve ark., 1974). Diger bir calismada yakin cevrede 2.,4-D
kullanilmasiyla iligkili olarak yilizey sularinda 2,4-D maddesine rastlandig1 rapor

edilmistir (Osman ve ark., 1963).

Lepomis macrochirus (Bluegill) ve Mola mola (Pervane balig) ile yapilan caligmada

LDsy dozu 263 mg/I’dir. Cok ticari bir tiir olan gokkusag alabalig ile yapilan
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calismada ise LDso degeri 377 mg/l bulunmustur. istiridye ve deniz taragiyla ilgili
yapilan 2 ay boyunca siiren goézlemde ise 3,8 ppm’lik deger bulundu (Thomas ve
ark., 1968). Baliklarda 2,4-D isooktil ester i¢in verilen LDsy dozu gokkusagi alabalig
icin 62-153 mg/1 ve liifer (Pomatomus saltatrix) i¢in 5-68 mg/l’dir IARC, 1977).

Amerika’da yapilan c¢alismada 2,4-D uygulamasi yapilan alanlardaki caligmalarda
mantar ve bitkilerde bu herbisitin kalintilar1 bulunmustur. Ayrica sucul herbisitlerin
kullanimiyla da, baliklar ve kabuklularin 2,4-D’ye maruz kaldiklar1 gdzlemlenmistir
(WHO, 1984). Se¢ilmis sekiz pestisitl yapilmis bir calismada, bu pestisitlerin yilan
balig1 (Anguilla anguilla) tizerindeki karsilastirmali akut toksisiteleri incelenmistir
(Ferrando ve ark., 1991). Ticari olarak satilan ii¢ herbisitin yine ticari degeri olan
Carassius auratus ve Oncorhynchus mykiss baliklar iizerine toksik etkileri
incelenmistir (Anton ve ark., 1994). Bir baska calismada radyoaktif isaretli olan
2,4-D ve glyphosate maddelerinin sazan (Cyprinus carpio) ve Tilapia mossambica

baliklari {izerine etkisi tespit edilmistir.

Balik ve su siimbiillerinde 2,4-D ve glyphosate’in birikimi ile ilgili bir arastirma
yapilmistir (Wang ve ark., 1994). Nehirlerde ve gollerde cesitli metal karigimlar
kimyasallarin baliklar tizerine etkileri arastirilmistir. Elli kimyasal madde igerisinde
balik letalitesi bilgisi ve kiiltiire edilmis Leuciscus idus hiicrelerindeki invitro

sitotoksisitesi arasindaki iliski hakkinda bilgi vermislerdir (Brandao ve ark., 1992).

Bobrekler ile ilgili bir ¢calismada 2,4-D maddesinin 96 saat akut dozu temel alinarak
Tinca tinca bireylerinde olusturdugu patolojik siire¢ izlenmistir. 1, 2, 5, 8 ve 12
giinlik zehirlenme donemlerinden sonra baliklar incelenmistir. Bulgular bobrek
dokusunda kiiciilme ve bozulmalar, bosaltim sistemini meydana getiren hiicrelerde

degisimler olustugu gozlenmistir (Gomez ve ark., 1999).

Yapilan caligmalarda ele alinan zehirlenme siireleri de§ismekle birlikte, uzun siireli
deneylerde oksijen azalmasi ve metabolik artiklar onemli problemler teskil ettiginden
akut deneyler genellikle 96 saat veya daha kisa siirelidir (Anonymous, 1971). PCB
ve 2,4-D toksik maddeleriyle yapilan bir testte Channa punctatus ‘un MN testi

degerlerinin yiikksek oldugu mikronukleuslariin genotoksik degerlendirmesinde
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yiiksek, diisitk ve orta doz ve kontrol gruplariyla yapilan caligmada 48, 72 ve 96
saatlik donemlerde genotoksik olduklar1 ve 2,4-D’nin hiicre morfolojini etkileyerek

ekinosit olusumu gézlemlenmistir (Farah ve ark., 2003).



BOLUM 4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal
4.1.1.4-tert Oktilfenol

Oktilfenol, (Tablo 4.1) alkilfenol etoksilatlarinin biyoparcalanma {iriinii olan non-
iyonik yilizey aktif maddesidir. Oktilfenol, genel formiilii CgH;7.CsH4(OH) olan
isomerik bilesikler olarak bilinmektedir (Sekil 4.1). Oktil grubu (CsH;7) cesitli
yollarla dallanir ya da kuvvetli bir zincir olusturabilir (OSPAR, 2003).

CH4

HO

Sekil 4.1.4-tert Oktilfenol

Tablo 4.1.Oktilfenol’iin bazi fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Ozellik Aciklama
Molekiiler formiilii CHj3(CH,);C¢H,OH
CAS numarasi 140-66-9
Molekiiler agirlig 206,36

Fiziksel hali ve rengi

Beyaz kristal veya toz

Erime noktasi

79-82 °C

Kaynama noktast

280-283 °C

Yogunlugu

0,961 g/cm’

Buhar basinci

20 °C’de 0.001 kPA

Suda ¢oziiniirliigii

22 °C’de 19 mg/l
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pKa 25 °C’de 10,33

Sinonimleri: p-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol
p-Octylphenol

4-tert-Octylphenol
p-tert-Octylphenol

Octylphenol pt

4.1.2. 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit

2,4-D dimetilamin (DMA) formu bir klorofenoksi asetik asit tiirevidir. Sekil 4.2’de
ve Tablo 4.2’de ozellikleri belirtilen klorofenoksi asetik asit de, segici ve sistematik
bir herbisittir. Fenoksi asitler grubuna dahil bu kimyasal maddelerin asil gorevleri

bitkinin kontrolsiiz ve hizli biiyiimesine neden olarak 6lmesini saglamaktir. Yiiksek

derecede segici herbisitler sinifina dahildirler (WSDE, 2001).

O

O
OH

Cl Cl

Sekil 4.2. 2,4-Dikloro feoksiasetik asit.

Tablo 4.2. 2,4-Diklorofenoksiasetik Asidin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Aciklama
Molekiiler formiilii CsH O5Cl,

CAS numarasi 94-75-7

Molekiiler agirlig 221,04 g/mol
Fiziksel hali ve rengi Beyaz yada sar1 toz
Erime noktas1 138 °C

Kaynama noktas1 160 °C
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Yogunlugu 1,24

Buhar basinci 1,4)(10'7 mm Hg (25 °C)

Suda ¢oziiniirliigii 900 mg/1

pKa 2,3

Sinonimleri: 2,4-D
Hedonal
Trinoxol
2',6'-Diethyl-N-butoxymethyl-2-
chloroacetanilide

4.2. Metot

4.2.1.Laboratuvar Ortami

Zebra baliklan1 sehirdeki yerel akvaryumculardan temin edilmistir. Baliklar 24
litrelik akvaryumlarda 1 hafta siire bekletilerek ortama aligmalari saglanmustir.
Akvaryumlar termostath 1siticilar 28°C sabitlenmistir. Akvaryum suyu olarak 48 saat
bekletilmis sehir suyu kullanilmigtir. Ortamin fotoperiyodu 14 saat aydinlik 10 saat
karanlik ayarlandi. Isiklandirma siiresinin kontrolil icin zaman ayarl elektrik prizleri
kullanildi. Giinde 2 defa pul yemle (Tetra Pro) beslendi. Haftada 1-2 kez kankurdu

(Tetra Bloodworm Mix) ile beslendi.

4.2.2.Zebra Bah@ Yumurtalarimin Toplanmasi

Baliklarin aligma siirecinden sonra, yumurta toplanmasi planlanan tarihten en az 1
hafta once yumurtlamaya uygun damizlik disiler ve erkekler ayrildi. Yumurta
toplama tarihinden 1 giin dnce damizlik baliklar 8 litrelik ¢iftlesme akvaryumlarina
alindi. 1 disiye 2 erkek olacak sekilde akvaryumlara 6 sar balik yerlestirildi.
Baliklarn  yumurtalarin1  yemesini engellemesi i¢in baliklar 26x15x15 cm
boyutlarindaki tiill yavruluk icerisine yerlestirildi. FErtesi sabah, aydinlik
fotoperiyodun ilk saatinde yumurtalar akvaryumun dibinde gozlemlendi. Once
baliklar ciftlesme akvaryumundan uzaklastirildi. Yumurtalar dikkatlice sifonlama

yontemiyle petri kaplarina alindi. Dinlenmis su ile birka¢ kez yikandi ve iclerinden
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dollenmeyen yumurtalar ayiklandi. Daha sonra yumurtalar E3 soliisyonu iginde

aktarildiktan sonra 28°C inkiibator icerisinde beklemeye alindi.

4.2.3.Bilesiklerin Uygulanmasi

Sucul sistemler icin kronik toksisite testleri arasinda ¢ok kullanilan testlerden bir
FET (Fish Embryo Toxicity Test) testidir. FET testi Zebra baligi embriyo ve/veya
larvalarinda da yapilan kronik bir toksisite testidir. Test zebra balig1 embriyolarinin,
dollenmeden 2-4 saat sonra incelenecek kimyasal maddeye maruz kalmalarini
ongoriir. Test polisistren’den yapilmis 24 kuyucuklu mikroplate (24 well plate)
icerisinde gerceklestirilir. 20 kuyucuk test edilecek dozlar i¢in kullanilir (Mavi).

Geriye kalan 4 kuyucuk (Kirmizi1) ise kontrol gruplari icin kullanilir.

Sekil 4.3 FET tesitinin 24 kutucikli mikroplate {izerine uygulanmasi

Testin siiresi en az 48, en ¢ok 120 saattir. Her kuyucuk icerisinde 2 ml s1ivi konmasi
gerekir. Soliisyonlarin 24 saatte bir degistirilmesi lazimdir. Biitiin embriyolar aynm
ortam kosullarinda biiyiitiiliirler. Test sonuncunda Embriyo ve larva mortalitesi,
gelisimsel orani, larvalarin yumurtadan c¢ikabilme basaris1 ve morfolojik

anormalikler belirlenmektedir. (Lammer, 2009; Embry, 2010)

Deneylerde kullanilan maddelerin suda ¢oziiniirliigii az oldugu ic¢in, 6nce coziicii

olarak %1 DMSO (Dimetil Siilfoksit) (Hallare, 2004) icerisinde ¢oziindiikten sonra
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su ile karistinlmigtir. Negatif kontrol grubu olarak dinlenmis ¢cesme suyu ve ¢oziicii

kontrol olarak %1 DMSO ¢ozeltisi kullanilmistir.

Doz uygulamalar1 igin biitiin testler 28°C sicakliktaki statik kosullarda ve
havalandirmasi olmayan ortamlarda yapilmistir. Deneyin yapilacagi plate’lerde her
bir kuyucugun icerisine 2 ml uygulama soliisyonu eklenmistir. Her 24 saate bir bu
uygulama soliisyonu tazelenmistir. Her bir doz i¢in 60 adet rastgele secilmis saglikli
embriyo kullamilmistir. Negatif ve coziicii kontrol gruplart i¢in 60 adet embriyo
kullanilmistir. Embriyolar Blastula sathasinda iken (yaklasik dollenmeden sonra 2
saat) doz icerine 1 kuyucuk da 1 embriyo olacak sekilde yerlestirilmistir. Deney
siirecine ilk olarak 8. saatte daha sonra 24 saate bir kontrol edilerek, 6len bireyler
ortamdan uzaklastirilmistir. Her doz 3 defa tekrarlanmistir. Karsilagilan anormalikler

Olympus BX50 goriintiileme sistemiyle kaydedilmistir.

4-tert-oktilfenol uygulamalar icin 6nce 1 mM stok soliisyonu hazirlanmistir. 0.1,

0.5,1,2,5ve 10 uM uygulama soliisyonlarina seyreltilmistir.

2.4-Diklorofenoksi asetik asit uygulamalari icin 5 mM stok soliisyonu hazirlanmistir.

0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM uygulama soliisyonlar1 hazirlanmistir.

LCso degerlerinin hesaplanmast icin Probit yontemi kullanilmistir. LCsy degerlerinin
sonuclari aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi. Dozlarin birbirleriyle ve
kontrol gruplartyla karsilastirllmasi sirasinda Dunnett’in t testi kullanilmustir.
Hesaplamalarda IBM SPSS 20 programiyla kullamlmustir. Istatistiksel anlamlilik
p<0,05 diizeyi kabul edilmistir.



BOLUM 5. BULGULAR

5.1. LCsoDegerlerinin Hesaplanmasi

OP ve 24-D’nin LCsy degerlerinin tespit edilmesi amaciyla dollenmis balik
yumurtalarinin  fertilizasyondan itibaren (en ge¢ 4 saat icinde) kimyasallara
maruziyeti gerceklestirilmis ve 120 saatlik siire sonunda canli kalan ve olen
embriyolar tespit edilerek Probit analizi ile ortalama degerler %95’1ik giiven sinirlart
icinde tespit edilmistir. Oktilfenol i¢in LCsy degeri 1,592+0,148 uM, 2.4-
Diklorofenoksiasetik asit icin 1,185+0,116 mM bulunmustur. Denemelerdeki

degerleri ve %95 giivenlik sinirlarint Tablo 5.1°de bulunmaktadir.

Tablo 5.1. OP ve 2,4-D’nin 120 saatlik LCsy Degerleri

Test No | LCsg Degerleri 9%95 giivenlik Sinirlar

op

1 1,53240,146 uM 1,246 - 1,818
2 1,790+£0,160 uM 1,476 - 2,104
3 1,454+0,138 uM 1,183 - 1,724

Ortalama | 1,592+0,148 uM 1,301 - 1,882

2,4-D

1 1,037+#0,111 mM 0,820 — 1,254
2 1,107+0,109 mM 0,893 — 1,320
3 1,412+0,129 mM 1,159 — 1,665

Ortalama | 1,185+£0,116 mM 0,957 — 1,413
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5.2. Yumurta ve Embriyo Mortalitesi

OP ve 2,4-D bilesiklerinin embriyo ve larvalarda 6liimlere sebep olup olmadig: 2 kez
tekrarlanan FET testi sonucu 6liim oranlari bulunmustur. Yiiksek dozlarda 120 saat
siireyle OP uygulanan embriyo ve larvalarda %100 bulan oliimler gerceklesmistir
(Sekil 5.1). Bu oranlarla ilgili bilgiler tablo 5.2‘de sunulmustur. OP etkileri, 50 ve 10
uM’lik dozlarda 5 giiniin sonunda embriyo ve larvalan tamam 6liirken daha diisiik
dozlarda bireylerde letal ve subletal malformasyonlar goriilmiistiir. Kontrol ve
¢oziicii kontrol olarak kullamlan DMSO’da ise ¢ok az miktarda mortalite
gozlenmistir. 2,4-D’de ise yiiksek dozlarda %80 varan o6liim oram gergeklesmistir

(Sekil 5.2). Oliim oranlar tablo 5.3’de sunulmaktadir.

Sekil 5.1. OP 120 saat siireyle uygulanmis dozlari

120%

100% —

80%

60%

40%

20% . I
| sn mn M

Kontrol DMSO 0.1uM 0,5 UM 1uM 2uM 10 uM
OP 120 saat siireyle uygulanmig dozlari

% Oliim orani




Sekil 5.2 2,4-D 120 saat siireyle uygulanmis dozlari

34

120,00%

100,00%

80,00%

60,00% -

% Oliim Orami

40,00%

.
20,00% _l i i ‘ i '
0,00% x x x r

Kontroi DiViSO Oimivi 0.05mivi 0.imi 0.5 mivi imivi 2 mivi

V)
2,4-D 120 saat slireyle uygulanmig dozlari

Tablo 5.2 120 saatlik OP Uygulamalarinda zebra baligi embriyo ve larvalarin elde edilen doz-yanit verileri

120 Saat Sonunda
Olim %

120 Sonunda
Anormali

7,22% + 0,015

0,00% = 0,000

8,33% + 0,010

1,04% + 0,086

11,67% + 0,025

23,33% + 0,188

21,67% + 0,035

35,00% + 0,287

36,67% + 0,044*

61,67% £ 0,217

60,56% =+ 0,053*

80,00% + 0,109

82,78% + 0,056*

91,67% + 0,188

Dozlar Birey Sayist

Kontrol 60

DMSO 60

0,1 uM 60

0,5 uM 60
1 uM 60
2uM 60
5uM 60

10 uM 60

100,00% = 0,000*

100,00% =+ 0,000

*Kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarindan istatistik 6nem derecesinde farkl (p<0,05)

Tablo 5.3. 120 saatlik 2,4-D Uygulamalarinda zebra balig1 embriyo ve larvalarin elde edilen doz-yanit verileri

Dozlar Birey 120 Saat Sonunda 120 Sonunda
Sayist Oliim % Anormali

Kontrol 60 3,33% + 0,129 0,00% + 0,086
DMSO 60 4,44% + 0,139 1,04% + 0,086
0,01 mM 60 7,22% + 0,160 15,00% + 0,217
0,05 mM 60 15,00% + 0,210 23,33% + 0,188
0,1 mM 60 22,78% + 0,160* 28,33% £ 0,217
0,5 mM 60 31,67% + 0,183* 31,67% + 0,266
1 mM 60 58,89% + 0,409* 36,67% + 0,217
2 mM 60 100,00% =+ 0,000* 43,33% + 0,109

*Kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarindan istatistik 6nem derecesinde farkli (p<0,05)
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5.3. Morfolojik Anormallikler

OP uygulanmis embriyolar 5 giinliik siire boyunca gelisimlerinin ilk asamalarinda
itibaren ortaya cikan morfolojik anormallikler takip edilmis ve Olympus BX-51
marka mikroskopla fotograflar1 ¢ekilmistir. Buna gore gelisimin erken evrelerinden
itibaren embriyo ve larvalarda gozlenen anormallikleri soyle siralamak miimkiindiir.
kranofasiyal defekt (Sekil 5.7) vertebra defektleri (Sekil 5.8), vertebra siitiin defekti
(Omurgada olusan birden fazla egrilikler) (Sekil 5.9), lordoz (Omurganin disa dogru
egrilmesi) (Sekil 5.10, 5.28), kifoz (Omurganin ice dogru egrilmesi) (Sekil 5.11,
5.12, 5.14), skolyoz (Omurganin yanlara dogru egilmesi) (Sekil 5.13, 5.21, 5.22,
5.23, 5.25), perikardial (Sekil 5.8, 5.11, 5.18) ve perivitellin 6demler (Sekil 5.11,
5.12, 5.13, 5.14), kuyruk anomalileri (Sekil 5.29, 5.30, 5.31), hemoralji (Kanama)
(Sekil 5.18, 5.19). Odemler ¢esitli sekillerde olup genellikle perikardial ve peritoneal
o6dem tarzinda oldugu bazi1 durumlar perivitellin alanda gerceklesmistir. Doz artisina

bagh olarak anormallik sayis1 ve ¢esidi artmistir.

2,4-D uygulamalarinda gelisim gerilikleri (Sekil 5.15, 5.16, 5.17, 5.20, 5.26), lordoz
(Sekil 5.16, 5.17, 5.20, 5.26, 5.27), kifoz (Sekil 5.24), skolyoz (Sekil 5.21), hava
kesesinin asir1 biiylimesi (Sekil 5.15, 5.16, 5.17) ve hava kesesinin olugmamasi
(Sekil 5.20), perikardial 6demdir (Sekil 5.9). Ozellikle vertebra defektleri bulunan
ve/veya hava kesesi sorunu olan larvalarda yiizme aktivitelerinde azalma ve 6liimler
meydana gelmistir. Negatif kontrol grubunda herhangi bir anormallik

gozlemlenmezken DMSO uygulamasinda perikardial 6dem 1 defa gézlemlenmistir.
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Sekil 5.3. 48 saatlik negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol zebra balig1 embriyolar1

Sekil 5.4.96 saatlik a) negatif kontrol ve b) ¢oziicii kontrol zebra balig1 larvalari
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Sekil 5.5. 5 uM OP uygulanmis 48 saatlik zebra baligi embriyolarinda kraniyofasial defekt

Sekil 5.6. 1 uM OP uygulanmus 48 saatlik zebra baligi embriyolarinda perikardiyal 6dem (Beyaz ok) ve anaksial
viicut gelisimi (Siyah ok)
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Sekil 5.7. 500 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda vertebra siitiin defekleri (Siyah oklar) ve
perikardial dem (Beyaz ok)

Sekil 5.8. 100 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda lordoz

M

Sekil 5.9. 2 uM OP uygulanmus 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda kifoz (Siyah ok), perikardiyal ve perivitellin
odemler (Beyaz oklar)
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5.10. 1 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda kifoz (Siyah ok) ve perivitellin 6demler (Beyaz
ok)

Sekil 5.11. 1 uM OP uygulanmus 120 saatlik zebra baligi larvalarinda skolyoz ve perivitellin 6demler (Siyah ok)
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Sekil 5.12. 0,5uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda kifoz (Siyah ok), perikardiyal ve
perivitellin 6demler (Beyaz oklar)

Sekil 5.13. 200 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda gelisim geriligi, lordoz (Beyaz ok) ve
agir1 biiylimiis hava kesesi (Siyah ok)
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Sekil 5.14. 50 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda gelisim geriligi, lordoz (Beyaz ok) ve
agir1 biiylimiis hava kesesi (Siyah ok)

Sekil 5.15. 20 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda gelisim geriligi, lordoz ve asir1 biiyiimiis
hava kesesi (Siyah ok)

Sekil 5.16. 0,5 uM OP uygulanmis 120 saatlik zebra baligi larvalarinda perikardiyal 6dem ve hemoralji (Beyaz
ok)
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Sekil 5.17. 1 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda hemoraji (Siyah ok)

Sekil 5.18. 20 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra balifi larvalarinda gelisim geriligi, lordoz(Siyah ok) ve
hava kesesi olugsmamasi (Beyaz ok)

Sekil 5.19. 50 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda skolyoz (Siyah ok)
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Sekil 5.20. 5 uM OP uygulanmis 120 saatlik zebra balig1 larvalarinda skolyoz (Siyah ok)

Sekil 5.21. 1 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda skolyoz (Siyah ok)
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Sekil 5.22. 50 uM 2,4-D uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda kifoz (Siyah ok)

Sekil 5.23. 0,5 uM OP uygulanmus 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda skolyoz (Siyah ok)
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Sekil 5.24. 50 uM 2,4-D uygulanmis 120 saatlik zebra balig1 larvalarinda gelisim geriligi, lordoz (Siyah ok)

Sekil 5.25. 100 uM 2,4-D uygulanmus 120 saatlik zebra balig1 larvalarinda gelisim geriligi, lordoz (Siyah ok)
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Sekil 5.26. 1 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra baligi larvalarinda lordoz (Siyah ok)

Sekil 5.27. 1 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda kuyruk anormalisi
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Sekil 5.28. 0,5 uM OP uygulanmus 120 saatlik zebra baligi larvalarinda kuyruk anormalisi

Sekil 5.29. 2 uM OP uygulanmis 96 saatlik zebra balig1 larvalarinda kuyruk anormalisi
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BOLUM 6. TARTISMA

Bu c¢alismada amaglanan ana hedef endokrin bozucu maddeler olarak kabul edilen
Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik asidin LCsy degerlerinin belirlenmesi ve
Zebra baliginin embriyo ve larval donem gelisimi {izerine olusturdugu teratolojik
hasarlarin belirlenmesidir. Bu hasarlarin belirlenmesinde Balik Ekotoksisite Testi
kullanmilmistir (FET, Fish Ecotoxicity Test). FET testinin kronik uygulamalar1 azami
5 giin (120 saat) olmast gereklidir (Embry, 2010). 5 giinden fazla yapilan
caligmalarda 6zellikle Oktilfenol caligmalarinda yumurta ve embriyolarin 6dem ve
vertebra defetklerine bagl olarak oldiigii ve saglikli veriler alinamadigi tespit
edilmistir. Embriyolara ilk 4 saat icerisinde Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik
asit uygulamasi yapilmis, Oliim oranlart ve morfolojilerindeki degisiklikler not

alinmastir.

Endokrin bozucular arasinda 6nemli bir yeri olan ksenodOstrojenler ya da cevresel
ostrojenler, dogal dstrojeni taklit etmekte ve bu sebeple daha fazla arastirilmaktadir.
(WHO/IPCS, 2002; Goksgyr ve ark., 2003). Bu kimyasallar arasinda alkil fenoller,
dioksinler, fungusitler, organoklorin pestisitleri, poliklorinli bifeniller ve fitalatlar yer

almaktadir.

Alkilfenoller arasinda Oktilfenol ve Nonilfenol en ¢ok dikkat ceken kimyasallardir.
Nonilfenol ve Oktilfenol etoksilat, Alkilfenol etoksilatlarin degredasyonu sonucunda
olusan non-iyonik surfektan iiriinlerdir ve pestisitlerde, spermisitlerde, boyalarda,
1slatma ajanlarinda, tekstillerde, plastik ve kagit iirtinlerinde kullanilmaktadir. (Soto
ve ark., 1991). OP ve NP ana bilesiklerine (etoksilatlarina) gore daha dayanikli ve
toksiktir. (Naylor ve ark., 1992). Bu bilesikler Ostrojen reseptoriiniin dogal liganti
olan estrodiole nazaran daha zayif olsalar da, neredeyse biitiin ortamda var olmalari
ve canlilarda birikim yapmalar1 nedeniyle (Ying ve ark., 2002) estradiol (E;) ile

benzer etkiler olusturabilirler. Ornek olarak OP estradiole gore 3.7x10” kat daha az
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afinitesi vardir. NP uin afinitesi ise % 25 daha azdir (Servos, 1999). Sucul canlilar
izerinde yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma da ki OP dogal Ostrojeni taklit
ederek Ostrojenik etkileri gosterilmistir (Jobling ve Sumpter, 1993, Gray and
Metcalfe, 1999b; Knorr ve Braunbeck, 2002).

Oktilfenoliin sucul canlilar iizerinde diger bir etkisi erkek bireylerde normalde
bulunmayan vitellogenin (VTG) diizeyini arttirmasidir. VTG vitelliis prekiirsor
proteinidir. Sadece yumurta iiretmeye hazirlanan disi bireylerde bulunur. Van den
Belt ve arkadaglarinin (2003b) calismada OP’nin zebra baligi embriyolar iizerine
Ostrojenik etkilerini VTG diizeylerini arttirarak gostermistir (Van den Belt ve ark.,

2003b).

Biitiin bu sebeplerden Avrupa komisyonu bu kimyasallar1 su politikalar1 alaninda
oncelikli maddeler listesinde, oncelikli zararli kimyasallar sinifina sokmus ve

kullanimlarinin 2003 yilindan beri kisitlamistir (EPC, 2003).

Cruz-Li’nin 2004 yilinda doktora tezinde yaptigi calismada zebra baliklar
embriyolarinda uygulanan OP i¢in 96 saatlik LCsy degerini 2,8 uM bulmustur.
Ancak testlerinde OP dozunu dollenmeden 12 saat sonra verdigi igin LCsg
degerlerinin daha diisiik bulmasi beklenen bir durumdur. Cruz-Li ayrica
caligmalisinda OP’iin Zebra baligi larvalarinin davranislarmin incelemis, OP’nin
larvalarin hareketlerinde, avcidan kacinma davraniglarinda azalma tespit etmistir.
Ayni durum yaptigimiz calismada da gozlemlenmistir. 180 giinliik bireylerde iireme
performansim1 6l¢gmiis, dollenme oraninda ve toplam yumurta iiretiminde azalma

bulmustur.

Dumitrescu ve arkadaglarinin (2009) OP ile yaptig1 calismada 1,5 ve 60 ug/l dozlara
maruz birakilan embriyolarda gelisimde gerilik ve yiiksek dozda 6liim oraninda artig
goriilmiigtiir. 77 saatlik deneyin sonunda diisiik dozda embriyolarin % 90 koryondan

cikmis ve % 10 6lmiis, yiikksek dozda ise 6liim oram % 60 ¢ikmustir.

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz en diisik OP dozu yaklasik 100 pg/l civarinda

olmaktadir. 120 saatlik deney siiresi i¢inde calismamizda yaklasik % 40 civarindadir.
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Aradaki farkin degerlendirilmesinde Dumitrescu ve arkadaslarinin yaptigi bazi
bilinmeyen noktalar olmasi1 zorluk c¢ikarmaktadir. Coziicii bir kimyasalin kullanip
kullanilmadigi, doz uygulamasinin dollenmeden sonra kag¢ saat icerinde yapildigi
gibi sartlarin bilinmemesi gibi durumlar deney diizenini etkileyerek 6liim oraninda

onemli degisiliklere neden olabilirler.

2010 yilinda yaptiklar: histolojik ¢alismalarda 21-115 giinliik zebra baliklarina 60 ve
100 pg/l dozlarda OP uygulanmis ve feminizasyon, gonadlarda oogenez olusumunda
yavaslama, karaciger dokularinda hepatositlerde hipertrofi ve kapiler ektazi ve
bobreklerde nefronlarin  epitel dokularinda bozulma 16kosit infiltrasyonu

bulunmusur.

Segner ve arkadaglarinin 2003 yilinda yaptigi calismada zebra baliklarina 1.2, 3.7,
11.9 ve 38 pg/l dozlarinda OP uygulanmistir. Zebra baliginin tiim yasam dongiisii
incelenmis ve tireme basarisinin diistiigii gozlemlenmistir. Calismada rekombinant
maya assay’i kullamilarak OP icin ECsy (Efektif konsantrayon) 1,6 + 0,59 uM
bulunmustur. Bu deger bizim ¢alismamizda OP konsantrayonlarinin belirlenmesi i¢in
bir ¢ikis noktast olmustur. Calismada ayrica etinilostradiol ve BPA kullanilmustir.
Segner’in yaptig1 calismada, maya assayinde OP’nin BPA’dan 6 kat giiclii oldugu,

yasam dongiisii testinde 45 kat giiclii oldugu belirtilmistir.

Gray ve arkadaslarinin 1999 yilinda medaka baliklar1 (Oryzias latipes) tizerinde
yapmis oldugu ¢alismada OP’ye 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pug/l dozlarinda maruz
birakilmistir. Embriyolar dollenmeden 2-3 saat sonra doza konmustur. 17 giinliik
LCso degerlerini sirayla 450, 830 ve 940 pg/l bulmuslardir. Balik embriyo ve
larvalarinda gelisim bozuklari, dolasim problemleri, ylizme kesesi bozukluklar
bulunmustur. Ancak koryonda ¢ikma basarisim azaltirken, ¢ikma siiresini
etkilememistir. Bizim caligmamizda ¢6ziicii olarak aseton yerine daha az zararh
olarak bilinen DMSO kullanilmistir. LCsy degeri olarak 17 giinliik bir test s6z konusu
oldugu icin OP LCsy degerleri cok yiiksek ve diizensiz ¢ikmistir. Bizim
calismamizda 5 giinliikk LCsy degeri yaklagik 328 pg/I’dir. Medaka baliklarinda OP

etkisiyle rastlanilan biitiin gelisim bozuklarina zebra baliklarinda da rastlanilmistir.
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Ayrica zebra baliklarinda kuyruk ve bas bolgesinde gelisim bozukluklari, kanama ve

hareketlerde azalma gibi diger etkiler de mevcuttur (Gray, 1999a).

Koryondan ¢ikmayr saglayan enzimlerin faaliyetleri kontaminatlar tarafindan
etkilenerek erken koryondan ¢ikmayi ya da geciktirebilir (Von Westernhagen, 1988).
Zebra baliklarin kimyasal toksisitenin koryondan cikisi geciktirebilegi konusunda
yapilmig ¢ok sayida caligma vardir (Dave ve ark., 1987; Oliveira ve ark., 2009).
Ayrica Gray ve Metcalfe (1999a) yapmis oldugu bir calismada OP’nin medaka
baliklarinda koryondan cikis basarisinda negatif korelasyon oldugu ve yiiksek
konsantrasyondaki OP’nin embriyolarin ¢ikisin1  biiyilkk oranda diisiirdiigiinii
gostermistir. Bizim ¢alismamizda gozlenen zebra baligi embriyolarinin koryondan

cikma basarisinin diismesi ve ¢ikislarinin gecikmesi bu baglamda agiklanabilir.

Puy-Azurmendi ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 calismada alkifenolerin ve OP’nin
diger isomerlerinin de Ostrojenik oldugunu koryondan ¢ikis siirensinde gecikme, vtg
ve cypl9 genlerinin expresyonunda artis oldugunu rekombinant maya assay’i ile

gostermistir.

Cakal ve arkadaslarinin 2007 yilinda denizkestaneleri (Arbacia lixula) tizerinde
yapmis olduklart embriyo toksisite calismasinda, 5-160 pg/l arasinda dozlarda
dollenmeden 10 dakika sonra OP uygulanmistir. Denizkestanelerinde diisiik dozlarda
gelisim gerilikleri, iskelet bozukluklari, yiiksek dozlarda ise gelisim blastula/gastrula
safhasinda tamamen durmasi, gelisim bozukluklar1 ve 6lim oraninin yiikselmesi
gozlenmistir. Arbacia lixula tirii igin OP Oliimciil dozu 40 pg/l olarak tespit

edilmistir.

Siklikla kullanilan bir hebisit olan 2,4-D ilk olarak 1941 yilinda sentezlenmis ve
1944 yilindan itibaren ticari olarak kullanilmistir. Deney hayvanlarinda yapilan
caligmalarda 2,4-D’nin, genel olarak diisiik akut toksisite etkilerine sahip oldugu,
yiiksek dozlarda 2,4-D maruziyeti ratlarda ve tavsanlarda bobreklere anyon tagima
kapasitesine zarar vermektedir. Olusan diger etkiler arasinda goz irritanm1 olmasidir

(Kirsch, 1983). Subkronik ve kronik etkileri arasinda gozler tiroit, bobrekler, adrenal
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bezler ve gonadlar bulunmaktadir (EPA, 2005). Ayrica maternal toksisite konusunda
yapilan calismalarda, rat fetal viicut agirhiginin azaldigi ama tavsanlarda etkilerinin

¢ok az oldugu goriilmiistiir.

Gelisim toksisitesi konusunda yapilan calismalar Ton ve arkadaslar1 (2006) 6 saatlik
zebra baligi embriyolarina verilen 2,4-D’nin 96 saatlik LCsy degerlerini 132 uM
bulmuslardir. FET testi ile yapilan 4 saatlik embriyolara verilen 120 saatlik FET test
buldugumuz (1,185 mM) uyumlu degerlere sahip degildir. Ton, caligmasinda 48
saatlik ve 96 saatlik maruziyetlerde Zebra baligi embriyolarinda yavaslamis kalp
atis1, haraketlilikte azalma, kanama ve perikardial 6dem, gelisim geriligi tespit
etmistir. Norotoksik etkileri bulundugu o6zellikle beyin bolgesinde yiiksek hiicre
Olimlerin bulundugunu ve motor noronlar aksonlarin biiyiimesinin bozuldugunu
bulmuslardir. Arada olusan farkin, embriyolarin 2,4-D’ye daha erken maruz kalmasi

ve deney siiresinin 120 saatlik olmasiyla aciklanabilir.

Holcombe ve arkadaglarinin 2003 yildan 2,4-D ve Medaka baliklarinda (Oryzias
latipes) yaptig1 ¢alismada, balik embryo ve larvalarina 96 saatlik kronik toksisite
testi ve 28 giinlikk kronik teste maruz birakilmislardir. 96 saatlik akut testte balik
embriyolarina, 567, 1100, 2250, 4560 ve 8970 mg/l 2,4-D verilmis ve LCsy 2780
mg/l olarak bulunmugstur. Deney sirasinda 4650 ve 8970 mg/l dozlardaki
embriyolarin hepsi olmiistiir. 28 giinliik kronik teste 1. Tekrarda 27.2, 56.5, 113, 221
ve 425 mg/l diizeyinde 2,4-D’ye maruz birakilmig, 221 ve 425 mg/l
konsantrayonlarindaki baliklarin hepsi 6ldiigii i¢in deney 2. kez tekrarlanmistir. 2.
Tekrarda, 2.37, 5.73, 13.5, 30 ve 60 mg/l dozlarn kullanilmistir. Elde edilen LCsg
degeri sirasiyla 39,2 ve 42,5 mg/l’dir. Olgiilen LCs, degerleri Ton ve arkadaslarinin
2006 yilinda ¢alisma ile bizim ¢alismamizdaki degerlere (262 mg/l) yakin degildir.

Alexander ve arkadaslarinin 1985 yilinda farkli 3 tiir balikla yaptig 96 saatlik 2,4-D
ile LCsy testinde koca golyan baligi (Fathead minnow, Pimephales promelas),
Lepomis  macrochirus  (Bluegill) ve gokkusagr alabagi (Oncorhynchus
mykiss)kullanmustir. Olgiilen degerler sirasiyla, 320, 263 ve 358 mg/l’dir. Bizim
caligmamizla kiyaslandiginda, 120 saatlik LCsy degerleri géz Oniine alindiginda,

Alexander ve arkadaslan olgiilen degerlerinden ¢ok farkli olmadig1 goriilecektir.



53

Ko¢ ve Akbulut (2012) yaptigi Zebra baligi embriyolarin ovaryumlari iizerine
yaptiklar1 calismada 0,1, 0,5 ve 1 ppm 2,4-D maruziyetine birakilan embriyolarda,
oogenezde yavaslama, atretik folikiillerin sayisinda ve bag doku miktarinda artig

tespit edilmistir.

Giinitimiizde OP smirlamalarina ragmen kullaniminin siirekli artis1 ve sucul ortamda
cok az miktarda bile bile bulunmasinin yaratabilecegi tehlikeler ortadadir. Model
organizma olarak secilen zebra baliginin ksenobiyotik metabolizmasinin, insanla ¢ok
biiylik benzerlikler bulunmas1 ve literatiir calismalarmin da destekleyecegi gibi
yaratacagi tehlikenin boyutlarina dikkat cekmelidir. Bu yiizden ozellik aritma
tesislerinin biyolojik aritma sistemlerini APE gibi ksenoostrojenik kimyasallar igin
diizenlenmeli ve bu gibi kimyasallarin kullanimina daha fazla simirlama getirerek

kullanimi miimkiin oldugunca azaltilmalhdir.

2.4-Diklorofenoksiasetik asidin herbisit olarak kullanimi ¢ok yiiksek olmasi ve direk
ya da indirek yollarla yeralt1 suyu ve/veya sucul ekosistemde dagilmasi nedeniyle
ekosistemde olusacak hasarlar yiiziinden kullamimina simirlandirma getirilmesi,
ekosisteme daha az zarar veren farkli herbisit alternatifleri kullanilmasi

gerekmektedir.
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