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ÖZET 

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

 

Organizmanın endokrin sistemi başta olmak üzere bir savunma üreme ve gelişim gibi 
birçok kritik sisteme zarar veren yabancı kimyasallara endokrin bozucu bileşikler 
denir. Bu bileşikler arasında yer alan 4-tert Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik 
asidin ksenoöstrojen, organizmada birikim yapabilen, temizlik ürünleri, boya, 
herbisit, pestisit gibi maddelerin yapımında kullanılan bileşiklerdir. 

 

Zebra balıkları,  dayanıklı bir tür olmaları, yumurta ve embriyoların saydam oluşu,  
yumurta ve larva gelişimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamanının kısa 
olması, toksik ajanlara duyarlı oluşu ve insanlarla genetik yapısının benzerliği 
nedenleriyle toksikoloji çalışmalarında en sıklıkla kullanılan model organizmalardan 
biridir. 

 

Bu çalışmada Oktilfenolün 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1 µM dozları ve 2,4-
Diklorofenoksiasetik asidin 2, 1, 0,5, 0,2 0,1 ve 0,05 mM dozları zebra balığının 
embriyo ve larvaları üzerine uygulanmıştır. Uygulama balık ekotoksisite testi  (Fish 
Ecotoxicity Test) yöntemiyle yapılmıştır. Uygulama kimyasalları suda 
çözünmediğinden dolayı %1 lik Dimetil Sülfoksit (DMSO) içerisinde çözünmüştür. 
Oktifenol ve 2,4-D için 120 saatlik LC50 değerleri hesaplanmıştır. Ayrıca bu 
kimyasalların embriyo ve larvalara olan morfolojik etkilerini incelenmiştir. 

 

  

Yapılan çalışmalar sonunda 120 saatlik LC50 değerleri Oktilfenol için 1,592 µM 2,4-
D için 1,185 mM çıkmıştır. Ayrıca embriyo ve larvalarda blastodermal lezyon, 
kranofasiyal defekt, vertebral defektleri, perikardial ve perivitellin ödemler, 
hemoralji gibi morfolojik anomaliler tespit edilmiştir. 

 



 x

 

 

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 µM 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 LC50 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 LC50   values for Octylphenol 1,592 µM  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.  



 
 

 
 
BÖLÜM 1. GİRİŞ 
 

  

Çevre, endüstriyel tesisler ve yerleşim birimlerinden kaynaklanan yabancı organik 

bileşiklerle kirletilmektedir. Bu bileşikler arasında organizmanın endokrin sistemi 

başta olmak üzere savunma üreme ve gelişim gibi birçok kritik sisteme zarar veren 

kimyasal arasında Endokrin Bozucu Bileşikler (EBB)  yer alır. EBB organizmaya 

harici olarak alınan, doğal veya insan kaynaklı, bireysel veya popülasyon 

seviyelerinde geri dönüşümlü veya dönüşümsüz negatif etkiler yapan kimyasallardır. 

Bu kirleticiler özellikle, endüstriyel tesisler ve yerleşim birimlerinden kaynaklanan 

atık sularla sucul ekosisteme dahil olmaktadır. 

 

Balıklar çevresel kirliğin izlenmesinde uygun organizmalardır. Çünkü hem beslenme 

yoluyla hem de direkt olarak sudan kirleticileri alarak dokularında yoğunlaştırırlar. 

Böylece besin zinciri yoluyla kirliliğin taşınmasına neden olurlar. 

 

Bu çalışmada etkilerini incelemek üzere seçtiğimiz kimyasallardan biri 4-tert 

Oktilfenol’dür (OP). OP, Alkilfenol etoksilatlara ait bir iyonik olmayan 

surfektanlardır. Temizlik ürünleri, boya, herbisit, pestisit gibi maddelerin yapımında 

kullanılan yüzey aktif bileşiklerdir. Yağda çözünen bir bileşik olduğu için besin 

zinciri içerisindeki üst canlıların yağ dokularında birikim yapmaktadır.  Endokrin 

bozucu bir bileşik olduğu için organizmaların birçok sistemini etkileyerek zarar 

vermektedir. Sucul canlılar üzerindeki etkileri konusunda yapılan çalışmalar son 

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

 

Bu çalışmada etkilerini incelemek üzere seçtiğimiz kimyasallardan diğeri 2,4-

Diklorofenoksiasetik asittir. 2,4-D herbisidi bir klorofenoksi asetik asit türevine ait 
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seçici ve sistematik bir herbisittir. Herbisitler yabancı otlarla mücadelede kullanılan 

zirai ilaçlardır. Yapılan çalışmalarda 2,4-D’nin sucul canlılar için teratojenik ve 

nörotoksik olabileceği belirtilmiş, ancak yapılan çalışmalar son derece sınırlı 

kalmıştır (WSDE, 2001). 

Zebra balıkları,  dayanıklı bir tür olmaları, kolay bulunmaları, laboratuvar ortamında 

kolay beslenebilmeleri ve çoğalmaları, ergin dişilerin haftalık aralıklarla yüzlerce 

yumurta bırakabilmeleri, dış döllenmeyle üremeleri, yumurta ve embriyoların 

saydam oluşu,  yumurta ve larva gelişimlerinin kolay izlenebilmesi, üreme 

zamanının kısa olması ve embriyolarının toksik ajanlara duyarlı oluşu nedenleriyle 

toksikoloji çalışmalarında en sıklıkla kullanılan model organizmalardan biridir (Lele, 

1996). 

Son yıllarda ekotoksikoloji çalışmalarında Danio rerio (Zebra balığı)  yumurtaları ve 

embriyoları sıklıkla kullanılmaya başlanmıştır. Bu yüzden zebra balıkları gelişim ve 

toksikoloji çalışmalarında en önemli model organizmalardan biri haline gelmiştir 

(Page, 1990; Lele, 1996; Roush, 1996; Briggs, 2002; Nagel, 2002; Langheinrich, 

2003; Hill, 2005; Yang, 2009; Norton, 2010; Busch ve ark., 2011; Sipes 2011; 

Strähle ve ark., 2012; Konantz, 2012). 

 

Bu çalışmada Oktilfenolün ve 2,4-Diklorofenoksiasetik asidin farklı dozlarının zebra 

balığının embriyo ve larvaları üzerine uygulanmıştır. Uygulama balık ekotoksisite 

testi  (Fish Ecotoxicity Test) yöntemiyle yapılmıştır. Oktifenol ve 2,4-D için 120 

saatlik LC50 değerleri hesaplanmıştır. Ayrıca bu kimyasalların embriyo ve larvalara 

olan morfolojik etkisinin olup olmadığı varsa hangi dozlarda etkili olduğunun 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 



 
 
 
 
BÖLÜM 2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1.  Zebra Balığının Genel Özellikleri 

 

2.1.1. Zebra Balığının Sistematiği 

 

Zebra balığı, Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) Cyprinidae familyasına ait 

(Tablo 2.1) tropikal bir türdür. Anavatanı Güneydoğu Asya olan zebra balıkları 

baskın olarak da Pakistan ve Hindistan’da da bulunmaktadır. 

 

Tablo 2.1. Zebra balığının taksonomisi 

Phylum : Chordata 

Classis : Osteichthyes (Kemikli balıklar) 

Ordo : Cypriniformes 

Familya : Cyprinidae 

Cins : Danio (= Branchydanio) 

Tür : Danio rerio (Zebra balığı)  

 

Balığın gövdesi ışığa bağlı olarak koyu mavi, gümüş beyazı veya altın sarısı 

çizgilerle örtülü olduğundan zebra balığı olarak adlandırılmaktadır. Danio ismi 

Bengalce’de, pirinç tarlasından anlamına gelen  “dhani” kelimesinden almaktadır 

(Talwar ve Jhingran, 1991). Uygun koşullar altında bakımının kolay olması, çok 

sayıda yumurta vermesi ve yumurtalarının şeffaf olması nedeniyle 1930’lu yıllardan 

beri yaygın olarak üzerinde araştırmaların yapıldığı bir türdür. Genetikte (Norton, 

2010), gelişim biyolojisinde (Page, 1990; Roush, 1996; Lele, 1996), çevresel 

toksikolojide (Lele, 1996; Nagel, 2002; Hill, 2005; Yang, 2009; Sipes 2011), 

farmakolojide (Langheinrich, 2003), nörofizyolojide (Briggs, 2002), kanser 

(Konantz, 2012) ve birçok hastalık modeli (Sullivan, 2008; Berger, 2012; Li, 2012) 

konularında kullanılan omurgalı model organizmadır (Vascotto, 1997; Grunwald ve 
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Eisen, 2002). Ergin boyları 4,5 - 5 cm uzunluktadır Erkek bireyler dişi bireylerden 

morfolojik olarak farklılık göstermektedir. Erkek bireylerin anal yüzgeçleri dişi 

bireylere göre daha büyük ve genital papillaya sahiptirler. Yaklaşık üreme sıcaklığı 

28,5°C’dir. 90 günlük olgunluğa eriştikleri zaman yumurtlayabilirler. Bir seferde 50- 

700 arasında yumurta bırakabilir. Yumurta sayısı dişinin yaşına ve vücut 

büyüklüğüne bağlıdır (Spencer, 2008). 

 

2.2.  Gelişim Evreleri 

 

Zebra balığında embriyo gelişimi; zigot, segmentasyon (yarıklanma), blastula, 

gastrula,  faringula (geçiş evresi) ile koryondan çıkma, larval, genç (juvenil) ve ergin 

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

 

2.2.1.  Zigot evresi (0-45 Dk) 

 

Zebra balığı yumurtaları telolesitaldir. Fertilizasyondan yaklaşık 10 dakika sonra 

(Şekil 2.1), teleost yumurtaların sitoplazması animal kutupta toplanır ve nükleusu 

çevreler. Yumurta sitoplazmasının bu kısmı blastodisk olarak adlandırılmaktadır. 

 

 
Şekil 2.1.Döllenmeden yaklaşık 10 dakika sonra zigot. 

 

2.2.2.  Segmentasyon (Yarıklanma) evresi (45 – 120 dk) 
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İlk bölünme fertilizasyondan yaklaşık 45 dakika sonra gerçekleşir (Şekil 2.2). Daha 

sonra blastomerler yaklaşık olarak 15’er dakika arayla bölünmeye devam eder (Şekil 

2.3). 128 hücre oluştuktan sonra blastula evresi başlar. 

 
Şekil 2.2. İki hücreli evre, 45 dakika sonra embriyo. 

 

 
Şekil 2.3. 8 hücreli evre, döllenmeden yaklaşık 75 dakika sonra embriyo. 

 

2.2.3.  Blastula evresi (2 – 5 saat) 

 

Blastodiskte yaklaşık döllenmeden 2 saat sonra,128 hücre oluştuğu zaman başlar. Bu 

evrede 512 hücre safhasındayken (Şekil 2.4) orta-blastosöl geçişi (mid-blastula 

transition) (MBT) şekillenir. 1000 hücreli iken vitellus sinsitiyal tabakası (yolk 

syncytial layer) (YSL) görülmektedir. Epiboli (Şekil 2.5), blastula periyodunun 

sonunda başlamaktadır. Bu safha, vitellus üzerindeki YSL’ın yayılması ve blastodisk 

hücre tepesinde eşzamanlı olarak meydana gelen incelme ve yayılma ile karakterize 

edilmektedir. Epiboli safhası, vitellusun hepsi embriyo ile çevrildiği zaman 

gastrulasyonun sonuna kadar devam eder. 
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Şekil 2.4. 500 hücreli evre, döllenmeden yaklaşık 2,5 saat sonra embriyo. 

 

 
Şekil 2.5. Embriyoda epiboli başlangıcı 

 

2.2.4.  Gastrula evresi (5-24 saat) 

 

Epibolinin vitellusun 1/3’ünü kapladığı zaman başlar, döllenmeden sonra yaklaşık 5 

saatlik bir süre geçmiştir (Şekil 2.6). Blastoderm hızlı bölünmelerle vitellüsü 

kaplamaya devam eder, epiboli tamamlanmaya yakın dorsal bölgede kalınlaşma, 

kuyruk tomurcuğu ve baş bölgesi farklılaşma gözlemlenir (Şekil 2.7). İlk somitlerin 

ve optik vesiküllerin oluşumu ile devam eder (Şekil 2.8). 18 saat sonunda artık tipik 

balık şekliyle tanınabilir ve işitme plakları gelişmiştir. 
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Şekil 2.6. Embriyoda  %50 epiboli döllenmeden yaklaşık 5,5 saat sonra. 

 

 
Şekil 2.7. Baş bölgesi kalınlaşması ve kuyruk tomurcuğunun oluşumu Döllenmeden yaklaşık 10 saat sonra. 

 

 
Şekil 2.8. 10 somitlik Zebra balığı embriyosu, döllenmeden yaklaşık 14 saat sonra. 
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2.2.5.  Faringula (Geçiş evresi) (24-48 saat) 

 

24 somitli embriyonun balık şekline kavuştuğu, retinada vücutta pigmentasyonun 

başladığı evredir (36. saat). Yemek borusu başta olmak üzere sindirim sisteminin 

gelişiminden dolayı bu periyoda faringula periyodu denilmektedir (Şekil 2.9). 

Kuyruk epeyce uzar ve kalp atışı başlar ve 1-2 saat içinde kan dolaşımı görülebilir. 

Somitler 30 tanedir. 

 

 
Şekil 2.9. Yaklaşık 48 saatlik Zebra balığı embriyosu. 

 

2.2.6. Koryondan çıkma evresi (48-72 saat) 

 

Embriyo koryondan çıkmaya hazır hale gelirken bir yandan da baş bölgesinde yaygın 

bir sarı renklenme başlar. Kalp atışı düzenlidir. Kuyruğun şiddetli kontraksiyonuyla 

koryon herhangi bir yerden yırtılmakta ve larva dışarı çıkmaktadır (Şekil 2.10). Aynı 

şartlar altındaki yumurtaların çoğunun koryondan çıkma zamanları oldukça 

değişiktir. Ama bu süre normal olarak 28oC’de yaklaşık 72. saatte tamamlanır. 
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Şekil 2.10. Koryondan çıkma evresi 

 

2.2.7. Larval evre (72 saat- 30 gün) 

 

Embriyolar koryondan çıktıktan sonra larva olarak adlandırılır (Şekil 2.11). Yüzmeye 

başlayan larvaların hava keseleri şişmeye başlamıştır. Vitellüs keseleri tamamen 

bittiği için beslenmeye ihtiyaç duyarlar.  

 

 
Şekil 2.11. 5 günlük Zebra balığı larvası 

 

2.2.8. Genç (juvenil) evre (30-90 gün) 

 

Bu süreç ergin hale gelinceye kadar yaklaşık 90 gün devam edecektir.  

 

2.2.9. Ergin evre 

Zebra Balığı ergenliğe yaklaşık 90 günde ulaşır (Şekil 2.12).   
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Şekil 2.12. Ergin Zebra balığı (http://www.sphere.be/ adresinden alınmıştır.) 

 

2.3.  Çevre Kirliliği 

 

Dünya nüfusu 20. yüzyıl boyunca üç katına ulaşmış iken, su kaynaklarının kullanımı 

altı kat artmıştır. Gelecek 50 yıl içerisinde, dünya nüfusunun % 40-50 oranında 

artacağı düşünülmektedir. Bu nüfus artışının endüstrileşme ve kentleşme ile 

birleşmesi, su isteğinin artması ile sonuçlanacak ve çevre üzerinde çok önemli 

olumsuz sonuçlara yol açacaktır (WWC, 2006). 

 

Geçmiş zamanlarla kıyaslandığında, günümüzde atık su üretimi ve bunun dağılımı 

zaten en üst seviyededir. İnsanlar tarafından su kullanımının artışı sadece endüstriyel 

ve tarımsal gelişim için gerekli olan su miktarını azaltmamakta, ayrıca sucul 

ekosistemler ve bunların bağımlı türleri için yıkıcı etkilere neden olmaktadır (WWC, 

2006). 

 

Çevre, endüstriyel tesisler ve yerleşim birimlerinden kaynaklanan yabancı organik 

bileşiklerle kirletilmektedir. Kirleticilerin binlercesi üretilmekte ve kısmen çevreye 

verilmektedir (Van Der Oost, 2003; Miller, 2003). Özellikle gelişmekte olan 

ülkelerde arıtılmamış endüstriyel, evsel ve tarımsal atıklar önemli bir sorundur. Atık 

arıtım tesislerinden yoksun endüstriyel kuruluşlar, sıklıkla nehir yatakları ya da diğer 

suyolları üzerinde yer almaktadır. Bu kuruluşlar katı ve sıvı atıklarını doğrudan veya 

dolaylı olarak su kaynaklarına vermektedir, bu ise nehirler aracılığı ile denizlere ve 

okyanuslara taşınarak önemli su kirliliğine neden olmaktadır (Al-Arabi, 2005). 

 

Kirleticiler doğal sulara ulaştıkları zaman sucul organizmaların organlarında 

birikerek zararlı etkiler meydana getirirler. Bu nedenle balıklar sudaki çevresel 



11 

 

kirleticilere daha duyarlıdır. Kirleticiler önemli doku hasarları ile sonuçlanabilecek 

belirli fizyolojik ve biyokimyasal süreçlerde önemli bozukluklara neden olabilir 

(Balin, 1997). Son yıllarda çevresel kirliliğe bağlı olarak, popülasyonlarda azalmalar 

olduğu ve özellikle erkek birey sayısının bazı türlerde önemli düzeyde azalış 

gösterdiği kaydedilmektedir. Bunun başlıca nedeninin endokrin bozucu etkiye sahip 

ya da endokrin taklitçisi olarak rol oynayan maddeler (ksenoöstrojen ya da çevresel 

östrojen) olduğuna işaret edilmektedir (Hutchinson, 2002; Moncaut, 2003; Hirano, 

2004). 

 

2.4.  Endokrin Bozucu Bileşikler 

 

Endokrin bozucu bileşikler (EBB), organizmaya harici olarak alınan, doğal veya 

insan kaynaklı, bireysel veya popülasyon seviyelerinde geri dönüşümlü veya 

dönüşümsüz negatif etkiler yapan kimyasallardır. Vücudun normal hormonal 

sistemine etkileri; doğal hormonları taklit ederek normal sentezleri ve hormonal 

fonksiyonları engelleme, depolanan hormonları serbest bırakma, salgı, taşınım 

mekanizmalarını engelleme, bağlanma ve doğal hormonları devre dışı bırakma 

şeklindedir (USEPA, 1998). 

 

Endokrin bozucu bileşikler, organizmanın işleyişin dengelenmesinden sorumlu doğal 

hormonların aktivitesini, tutulmasını, metabolizmasını, taşınımını, üretimini 

etkilemektedir (EPA, 1997). EBB etkileri biyokimyasal olabildiği gibi moleküler, 

hücre, doku, organ, organizma, popülasyon, kommunite ve ekosistemi içeren birçok 

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

 

Hormon bozucu kimyasallar farklı yollar ile organizmanın hormonal sistemini 

etkilemektedir. EBB’lerin vücudun hormonal sistemine etkileri şu şekilde 

özetlenebilir:  

• Endojen  (doğal)  hormonları taklit ederek hormon sentezini ve hormonal 

fonksiyonlarını engelleme, 

• Depolanan hormonları serbest bırakma,  salgı,  taşınım mekanizmalarını 

engelleme ve bağlanma,  

• Doğal hormonları devre dışı bırakma,  
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• Hormon reseptörlerini antagonize ya da agonize etme (Markey ve ark., 2003; 

Maffini ve ark., 2006).  

 

Endokrin bozucu bileşikler doğal östrojenlere benzer etkilere sahip özellikte 

olmalarından dolayı bu kimyasallar aynı zamanda çevresel östrojenler ya da ekzojen 

östrojenler olarak da kabul edilir. Bu çevresel östrojenik bileşikler, östrojen 

reseptörüne bağlanma ve tepkime oluşturma prensibine dayanan testlerle tayin 

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

 

2.4.1.  Endokrin bozucuların sınıflandırılması 

Çevresel ortamlarda bulunabilen ve birikim yapma özelliğine sahip çevresel 

östrojenler şunlardır (Lintelmann ve ark., 2003; Colborn ve ark., 1993);  

 

• Doğal östrojenler: Fitoöstrojenler, hayvan steroitleri, mikoöstrojenler vb.  

• Sentetik steroidler: 17α etinil östradiol (EE2), dietilstilbestrol (DES), zeranol, 

trenbolon, mestranol.  

• Organoklorlu pestisitler: Dikloro difenol triklorethan (DDT) vemetabolitleri, 

metoksiklor, kepon, lindan, atrazin.  

• Endüstriyel kimyasallar:  Fenoller,  dioksinler,  poliklorlu bifeniller  (PCB), 

alkilfenol etoksilatlar (APE), çok halkalı aromatik hidrodrokarbonlar (PAH), 

vb.  

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

 

 

2.4.2.  Endokrin bozucu bileşiklerin zararları 

 

Çevredeki insan yapımı kimyasal maddelere maruz kalmanın insanların fetal ve ergin 

dönem üzerindeki genel, üreme sistemi ve kanser yapıcı etkileri konusunda ilk 

çalışma Sullivan ve Barlow tarafından 1979 yılında yapılmıştır. 1988‘de Finkelstein 

ve arkadaşlarının tespitlerinde kozmetikte kullanılan bazı maddelerin endokrin 

bozucu kimyasallar ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür.  
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Endokrin bozucu bileşiklerin (EBB) kimyasal yapıları oldukça geniş bir farklılık 

göstermektedir. Bu kimyasalların hormon tahrip edici etkileri invitro ve invivo 

çalışmalar ile tespit edilmektedir. EBB testlerinin çoğu östrojen hormonunu taklit 

eden östrojenik kimyasallara odaklanmıştır. Birçok kimyasalın östrojenik temelli 

olduğu kültür şartlarında insan ya da hayvan hücreleri kullanılarak tayin edilmiştir. 

Farklı canlılar kullanılarak östrojenik rol oynayan kimyasalların tespit edilmesi söz 

konusudur. Balıklar kullanılarak bu kimyasallar ile kirlenmiş sucul ortamdaki etkiler 

belirlenebilmektedir (Sumpter ve ark., 1995). İnsan hücreleri kullanılarak geliştirilen 

testler ise bu kimyasallardan korunma amacıyla geliştirilmiştir (Soto ve ark., 1995).  

 

Vücuda alındığında doğal hormonları taklit edip üreme sistemini bozan çevresel 

östrojenlerin doğada birçok hayvan türünde (bazı balıklarda, kuşlarda, memelilerde 

ve timsahlarda) cinsiyet bozuklukları, cinsiyetsiz doğumlar, sperm sayılarında 

azalmalar, erkek organizmalarda dişilik, dişi organizmalarda da erkeklik özelliklerini 

arttırdığı tespit edilmiştir (Colborn ve ark., 1993; Sonnenschein ve ark., 1998). 

Canlıların çevresel östrojene maruz kaldığı dönem (özellikle fetal ve neonatal 

dönem), aldığı doz ve süresi ortaya çıkacak patolojinin şiddetinde önemli rol oynar 

(Markey ve ark., 2003). Sentetik olarak üretilen bu maddeler evsel ve endüstriyel atık 

sulara karışmakta ve göl, ırmak, deniz gibi doğal sularda, içme suyu kaynaklarında, 

toprakta ve beslenme zincirlerinde birikmektedirler. Bu bileşikler kimyasal 

kararlılıklarından dolayı onlarca yıl doğada parçalanmadan kalabilmektedir. 

Günümüzde yaygın olarak kullanılan PCB, dioksin, DDT ve birçok organoklorlu 

pestisitler gibi EBB’lar lipofilik yapıda oldukları için memelilerde adipoz ve meme 

dokuda, kuşlarda ise özellikle yağdan zengin yumurta sarısında birikmektedir. Bu 

kimyasalların vücutta yarılanma ömürleri oldukça uzundur ve dolayısıyla düşük 

dozlarda bile vücutta önemli etkilere yol açabilmektedirler (Fry 1995; Colborn 

1993). 

 

Bazı bölgelerde alkilfenollerin balıklarda dişileşmeden sorumlu kimyasal olduğu 

belirlenmiştir (Jobling ve ark., 1995). Alkifenollerin (AP) parçalanma ürünü olan 

nonilfenol ve oktilfenol’ün balık dokularında oldukça yüksek oranlarda biriktiği 

(Warhust, 1995; Schwaiger ve ark., 2000), vitellojenininin sentezlenmesine ve testis 

boyunun küçülmesine neden olduğu rapor edilmiştir (Jobling ve ark., 1996). 
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Yapılan çalışmalarda omurgalı canlıların embriyo-larval ve ergenlik öncesi devirlerin 

toksik maddelerin etkilenme konusunda en hassas dönemleri olduğu kanaati 

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

 

 

2.4.3. Alkilfenol Etoksilatlar 

 

Alkilfenol etoksilatlar iyonik olmayan surfektanlardır. Etilen oksitle reaksiyona giren 

dallanmış zincirli alkilfenol içerirler ve etoksilat zinciri oluştururlar.  Alkil fenol 

etoksilatlar (APE), temizlik ürünleri, boya, herbisit, pestisit gibi maddelerin 

yapımında kullanılan yüzey aktif bileşiklerdir. İlk defa tanımlanması 1944 yılında 

İngiltere’de gerçekleşmiş, evsel ürünlerde ve endüstride geniş yayılım gösterdiği 

belirlenmiştir (CES, 1993).  Biyolojik olarak kolay parçalanma özelliğinde olan alkil 

fenol etoksilatların parçalanma ürünleri arasında oktilfenol ve nonilfenol gibi ürünler 

açığa çıkmaktadır. Bu parçalanma ürünleri toksik ve biyolojik olarak parçalamaya 

karşı dirençli yapılardır (Warhurst, 1995). Ticari olarak satılan APE’ler 100’den 

fazla izomeri bulunmaktadır (Ieda ve ark., 2005). Nonilfenol etoksilatlar ticari olarak 

dünya pazarında %80’lik oranda kullanılırken oktilfenol etoksilatlar %20’lik pay 

almaktadır  (White ve ark., 1994). Dünyada yıllık 500000 ton kadar APE üretilmekte 

(Renner, 1997) ve bunun % 60’ı nonilfenol, oktilfenol gibi metabolitler olarak ırmak, 

göl ve haliçlere bırakılmaktadır (Jobling, 1996; Ahel, 1994). Çevredeki APE’nin 

temel kaynakları; lağım suları ile muamele edilmiş bitkiler, yün, yapağı ve et ürünleri 

gibi hayvansal üretim işlem atıklarıdır (Talmage, 1994). Bu bileşiklerin dünyadaki 

toplam üretim miktarının % 60’dan fazlası kanalizasyon ve endüstriyel atıklarla 

sularda toplanmaktadır (İşcan ve ark., 2001). Bu hidrofobik bileşikler atık sularda 

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

 

Birçok çalışma alkilfenol etoksilatların yüksek derecede östrojenik aktivite gösteren 

bileşik olduğunu ifade etmesine rağmen bunun mekanizması çok açık değildir 

(Purdom ve ark., 1994; Sharpe ve ark., 1995; Blake ve Ashiru, 1997: Kwack ve ark., 

2002). Kemirgenler üzerinde yapılan deneylerde alkilfenollerin östrojenik etkileri 

(Owens ve Koeter, 2003), gelişim (Bogh ve ark., 2001) ve üreme sistemi (Darmani 
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ve Al-Hiyasat, 2004) üzerine olan etkileri tespit edilmiştir. Ayrıca bazı allerjik 

inflamasyonları tetiklediğine dair çalışmalar bulunmaktadır (Suen, 2012).  

 

Günümüzde ise endüstriyel surfektan olarak ve hala bazı evsel kullanım amaçlı 

olarak görev yapmaktadırlar (Soto ve ark., 1991). Nonilfenol etoksilatların 

deterjanlarda kullanılması İngiltere’de 1976 yılında yasaklanmıştır (DoE, 1992). 

Ayrıca Oktoksinol-9 ve nonoksinol-9 olarak spermisit olarak kullanılmaktadır 

(Bartman, 2001). Oktoksinol-9 1992 yılıda FDA tarafından onaylanmadığı için 

üretimden kaldırılmıştır (FDA, 2002).  

 

Alkilfenoller gibi birçok EBB yağlarda çözünebilmektedir. Bunun sonucunda 

insanlar ve hayvanların bu toksik maddeler içeren besinler ile beslenmesi yoluyla 

vücutlarına girmesi ve yağ dokularına birikmesi söz konusudur. Canlıların yağ 

dokusunda biriken kimyasalların biyolojik birikimi alınan kimyasalın miktarına 

bağlıdır (Hall, 1992; Warhust, 1995). Bu kimyasalların birçoğunu yağ dokusundaki 

seviyeleri bir hayvanın diğerini yemesi ile artmaktadır. Bundan dolayı da en yüksek 

seviyeler insan, yunus, fok ve balık ile beslenen kuşlar gibi besin zincirinin en 

üstünde bulunan canlılarda bulunmaktadır. (Allsop ve ark., 1997). 

 

Alkilfenol kullanımı açısından ülkemizde de durum çok farklı değildir, 

alkilfenollerin kullanımı yaygındır. İşcan ve arkadaşları  (2001)  tarafından yapılan 

çalışmada, Karadeniz bölgesindeki nehir ve derelerden örnekler alınmıştır.  Su 

örneklerinde alkilfenole rastlanmamakla birlikte, balık dokularında ve sediman 

örneklerinde alkilfenole rastlanmıştır. İşcan ve arkadaşları alkilfenollerin balık 

dokularında gözlemlenmesinin, nehirlerimizde alkilfenol varlığını bir göstergesi 

olduğunu açıklamışlardır (İşcan ve ark., 2001). 
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2.4.3.1.  4-tert Oktilfenol 

 

Oktilfenol, alkilfenol etoksilatlarının biyoparçalanma ürünü olan non-iyonik yüzey 

aktif maddesidir. Şekil 4.1’de ve Tablo 4.1’de özellikleri belirtilen Oktilfenol, genel 

formülü C8H17.C6H4(OH) olan isomerik bileşikler olarak bilinmektedir. Oktil grubu 

(C8H17) çeşitli yollarla dallanır ya da kuvvetli bir zincir oluşturabilir. Bu 

izomerlerden oktilfenol ticari olarak büyük bir öneme sahiptir (OSPAR, 2003). 

Oktilfenoller, deterjanların yapımında,  plastik endüstrisinde  (Bechmann,  1999;  

Ying ve ark., 2002),  kağıt  (Latorre ve ark.,  2005),  tekstil,  deri ve metal   (BAFU,  

2007) endüstrilerinde, pestisitler, herbisitler, boyalar, antioksidanların sentezinde, 

kişisel bakım ürünlerinde  (Grisolia,  2004;  Adachi ve ark.,  2005),  oyuncaklarda,  

bebek biberonlarında, kontakt lenslerde (Çakal ve Parlak, 2007), kondomda ve 

vajinal gebelik önleyici ilaçlarda spermisidal ajan olarak  (Leung ve Ballantyne, 

1999) fotoğraf kimyasallarında ve ilaçlarda (Markey ve ark., 2001) 

kullanılmaktadırlar. OP’nin 1999 yılında 9500 ton üretildiği ve bu zamana kadar her 

yıl satışında 500 ton artış olduğu rapor edilmiştir (OSPAR, 2003). 

 

Oktilfenol etoksilatlar daha kalıcı olan oktilfenole mono ve dietoksilate ve 

bunlarında parçalanması ile oktilfenole indirgenir (Warhurst, 1995). OP ve NP diğer 

APE’lere göre daha dayanıklı, daha kalıcı ve daha toksiktir (Naylor ve ark., 1992). 

Oktilfenolün sudaki yarı ömrü 60 gün, sedimentte ki yarı ömrü ise 180 gün olarak 

belirtilmiştir (Ahel ve ark., 1994). Canlılarda yarılanma ömürleri canlı türü, cinsiyet 

ve hatta suşları için büyük farklılık göstermektedir. Winstar erkek ratlarda 5 saat 

(Certa ve ark., 1996) iken, Han dişi ratlarda 36 saat (Upmeier, 1999), yıllık 

balıklarında (Killifish, Oryzias latipes) 8 saat (Tsuda, 2001) civarındadır.  

 

Birçok OP çevreye endüstriyel atık sular ile doğrudan ulaşmaktadır. Oktilfenol' ün 

arıtma tesisleri ile ulaştığı nehirler ve akarsularda 1 mg/l nin altında bulunduğu rapor 

edilmiştir (Blackburn ve Waldock, 1995: Bennie ve ark., 1997; Isobe ve ark., 2001). 

Suda yaşayan canlıların, kuşların iç organlarında ortamda bulunan seviyelerden 100 

kat fazla birikim tespit edilmiştir. (Harris ve ark., 2001, OSPAR, 2003) 
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OP ve NP Avrupa komisyonu su politikaları alanındaki önemli maddeler listesinde 

öncelikli zararlı maddeler olarak sınıflandırmış ve kullanımı kısıtlanmıştır (EPC, 

2003). 

 

2.5.  Herbisitler 

 

Herbisitler yabancı otlarla mücadelede kullanılan zirai ilaçlardır. Genel anlamda, 

yabancı otları öldürmede veya normal gelişimini önlemede kullanılan kimyasal 

maddelerin tümüne birden herbisit denir. 1900’lü yıllardan itibaren sülfürik asit, 

demir sülfat, bakır nitrat, amonyak ve bazı potasyum tuzları herbisit olarak 

kullanılmıştır.  

 

Herbisitler genel olarak iki gruba ayrılırlar;  

• Seçici olmayan herbisitler (total herbisitler)  

• Seçici herbisitler (selektif herbisitler)  

 

Herbisitler bitkilere etki yerlerine göre de üçe ayrılır:  

• Sistematik herbisitler: Bitkinin vasküler sistemine yayılarak etki ederler. 

Bitkinin kök ve yapraklarıyla temas halinde olduklarından bitkinin 

damarlarından hızla absorbe edilirler. 2,4-D bu gruba verilebilecek bir 

örnektir.  

• Kök ve tohumları etkileyen herbisitler: Toprağa bırakılan herbisitler 

tohumlara ve köklere etkiyerek gelişmelerini engeller.  

• Kontakt herbisitler: Bitkinin yaprak ve gövdesiyle temas ettiği an ölümüne 

neden olan herbisit grubudur (WSDE, 2001).  

Çalışma konusunu oluşturan 2,4-D, seçici ve sistematik bir herbisittir. 

 

 

2.5.1. 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit 

 

Herbisitler yabancı otlarla mücadelede kullanılan zirai ilaçlardır. Genel anlamda, 

yabancı otları öldürmede veya normal gelişimini önlemede kullanılan kimyasal 

maddelerin tümüne birden herbisit denir. Çalışma konusunu oluşturan 2,4-D 
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dimetilamin (DMA) formu bir klorofenoksi asetik asit türevidir. Şekil 4.2’de ve 

Tablo 4.2’de özellikleri belirtilen klorofenoksi asetik asit de, seçici ve sistematik bir 

herbisittir. Fenoksi asitler grubuna dahil bu kimyasal maddelerin asıl görevleri 

bitkinin kontrolsüz ve hızlı büyümesine neden olarak ölmesini sağlamaktır. Yüksek 

derecede seçici herbisitler sınıfına dahildirler (WSDE, 2001). 2,4-D maliyet 

düşüklüğü ve üretim kolaylığı açısından tercih edilmektedir. 2,4-D ticari olarak 

satılan ilk herbisitlerden biridir. 1940’ların sonlarına doğru ABD’de satışa 

sunulmuştur. 2,4-D zirai ve zirai olmayan alanlarda kullanılan bir herbisit olup 

Türkiye’de de kullanılmaktadır. Tüm dünyada 300 milyon doları aşan, özellikle 

oldukça büyük bir pazara sahiptir (EPA, 2005).  

 

2,4-D birincil olarak tarım, ormancılık, çim alanların bakım uygulamalarının yanında 

eğlence alanları, parklar, golf sahaları, sokak kenarları, endüstriyel arsalar ve 

bahçıvanlıkta da kullanılmaktadır. Bitkiler 2,4-D’yi uygulamadan sonraki 4 ila 6 saat 

içerisinde absorblar (Kwan ve Chu, 2004). 2,4-D yabani otların kök ve sürgün 

büyüme noktalarında birikerek büyümeyi inhibe eder (Shankar ve ark., 2006). 

Fenoksiherbisitlerin geniş yapraklı bitkileri öldürdüğü, ancak çimleri ve kozalaklı 

ağaçları etkilemediği belirlenmiştir. Bunların yapısı, protein ve DNA sentezini 

engelleyen ve meristematik dokuların kontrolsüz gelişimine neden olan doğal 

oluşumlu bitki hormonlarının -oksinlerin- modifikasyonu şeklindedir. Bu nedenle bu 

sınıf herbisitler bitki hücre ve dokularına, temel metabolik olaylara zarar verirler. 

Araştırmalar göstermiştir ki; klorlanmış fenoksiasetik asit türevlerinin düşük 

konsantrasyonları sürgün ve kök büyümesi, tohum çimlenmesi ve fotosentez hızını 

stimüle edebilir, ancak fazla miktarları bu prosesleri inhibe edebilir. Bitkilerin iletim 

sistemlerinin anormal büyümeden ötürü bloke olmasına ve böylece ölmelerine neden 

olur (Hess, 1993). Hücresel yapı bileşenleri (özellikle glukoz, diğer karbohidratlar ve 

aminoasitler) ile fenoksiherbisitlerin reaksiyon verebilme özelliklerinden dolayı 

çimenler fenoksi herbisitlere karşı dirençlidir (Sota ve ark., 2003). 

 

Ancak tarımda ve bahçecilikte yaygın olarak kullanılan fenoksi herbisit, ciddi 

ekolojik etkiler gösterir. Kuşlar ve faydalı böcekler üzerindeki toksik etkilerinin 

yanında sudaki yaşam, algler, küçük omurgasızlar, amfibiyanlar ve balıklar 2,4-D 

tarafından olumsuz etkilenirler. 2,4-D serbest asidinin suda çözünebilirliği ve düşük 
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toprak adsorpsiyon katsayısına sahip oluşu nedeniyle pestisiti sızan sularla yer altı 

sularına geçebilir (Montiel ve ark., 2006).  

 

Dünya Sağlık Örgütü balıklarda 2,4-D’nin teratojenik etki dozunun 1 ppm olduğunu 

bildirmiştir (WHO, 1984). Amerika Birleşik Devletlerinde 2,4-D’nin kullanıldığı 

alanlara yakın sularda yaşayan balık ve midyelerde 0,01 - 1,00 ppm 2,4-D saptandığı 

belirtilmiştir (Schultz ve ark., 1974). Diğer bir çalışmada yakın çevrede 2,4-D 

kullanılmasıyla ilişkili olarak yüzey sularında 2,4-D maddesine rastlandığı rapor 

edilmiştir (Osman ve ark., 1963). 

 

 

 

 

 



 
 

 

BÖLÜM 3. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

 

3.1.  Oktilfenol ile Yapılan Çalışmalar 

 

Alkilfenol etoksilatı olan oktilfenol deterjanlarda, çözücülerde, ıslatma ajanlarında ve 

dağıtıcılarda (dispersant) yoğun şekilde kullanılmaktadır (Talmage ve ark., 1994; 

Staples ve ark., 1999).  

 

Sucul ortamda OP’ün 0.084 ppb seviyelerinde bulunduğu Bennie ve arkadaşları 

(1997), tarafından rapor edilmiştir. Ayrıca bu kimyasalın balıklarda (Gronen ve ark., 

1999), kurbağalarda (Kloas ve ark., 1999) ve farelerde (Majdic ve ark., 1997) 

endokrin hormon fonksiyonlarını bozduğu belirtilmiştir. 

 

İnsanlar üzerinde yapılan oktilfenolle ilgili çalışmalar oldukça sınırlıdır. Calafat ve 

arkadaşları 2008 yılında 2517 denekten alınan idrar örneklerinde 0,2 ve 20,6 ng/ml 

arasında oktilfenol ölçmüştür. Tan ve Mohd 2003 yılında yapıkları çalışmada 180 

yenidoğandan alınan kordon kanından 31 tanesinde <0.05 ve 1.15 ng/ml oktilfenol 

ölçümü yapmışlardır.  Ademollo ve arkadaşlarının 2008 yılında yaptıkları çalışmada 

insan sütünde 32 ng/ml nonilfenol ve 0.08 ng/ml oktilfenol tespit etmişlerdir.  

 

Androjen-östrojen dengesindeki bozulmalar yüzünden insanlarda spermatogenezin 

prematur aktivasyonu görülebilir (Kula ve ark.. 1996). Ayrıca OP’nin ratlarda erken 

ergenlikle birlikle spermatogenezi önceden başlatma yeteneği olduğu bulunmuştu. 

(Atanassova ve ark., 2000). 

 

Çevresel östrojenlerin balıklar üzerine etkilerinin belirlenmesinde non-iyonik yüzey 

aktif maddesi, alkilfenollerin parçalanma ürünü olan oktilfenol kullanılmıştır. Bu 

kimyasalın toksik ve östrojenik etkilerinin belirlenmesi amacıyla birçok tür ile test 

yapılmıştır. Sharpe ve arkadaşları (1995), 4-tert oktilfenolü standart protokol 
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tarafından tanımlanmayan fakat testikülar büyüklükte ve sperm sayısında azalmaya 

neden olmasına rağmen testikülar morfolojisinde etkisi bulunmayan yeni tayin 

edilmiş plastik kimyasal olarak tanımlamışlardır.  

 

Erkek gökkuşağı alabalığı dört alkilfenole maruz bırakıldığında vitellojeninin (VTG) 

plazma konsantrasyonunda belirgin bir artışa neden olmuştur, bu artış özellikle en az 

seviyede 3 ppb oktilfenol de belirgin şekilde gözlenmiştir. Nonilfenol ve iki 

karboksilikasit APE parçalanma ürünleri de bu çalışmada erkeklerde yüksek 

konsantrasyonlarda VTG üretimini teşvik etmektedir. Aynı zamanda 4 kimyasalın 

tümü testiküler büyümeyi engellemektedir. Bu etki özellikle oktilfenolde düşük 

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

 

Zebra Balığı’nın (Danio rerio) yumurtlaması üzerine OP’ un sınırlayıcı etkisi olduğu 

tespit edilmiştir. 25 µg/l OP konsantrasyonda yumurtlamanın azaldığı rapor 

edilmiştir (Van Del Belt ve ark., 2001). Bu çalışma sonucunda 12,5 µg/l 

oktilfenol’ün toksik ve ölümlere neden olduğu rapor edilmiştir. Zebra balığı 

erkeklerine uygulanan OP’ün fertilizasyon ve testis boyutu üzerine hiçbir etkisinin 

bulunmadığı gözlenmiştir (Jobling ve ark., 1996). 

 

Poecilia reticulata ’ın (Lepistes) eşeysel karakteristiklerinin gelişimi üzerine 

östrojenik bileşiklerin etkisinin araştırıldığı çalışmada, haftalık test süresince bireyler 

17-β östradiole ve oktilfenole maruz bırakılmışlardır (Toft ve Baatrup, 2003). 

Yapılan bu çalışmada 17-β östradiolün en düşük konsantrasyonuna maruz bırakılan 

balıklarda dişi birey sayısında artma ya da sabit kalma gözlenmiştir ama bu miktarda 

oktilfenole maruz bırakılan balıklarda bir değişim gözlenmemiştir. 

 

Aynı zamanda 0,1-100 ng/l OP arasındaki konsantrasyonlarında erkek bireylerde 

gonopodium uzunluğu, sperm hücre sayısı ve eşeysel davranışlarda genel olarak 

artmaya neden olduğu gözlenmiştir. Dişi bireylerde ise bu konsantrasyonlar, oosit 

sayısı ve embriyo sayısı üzerinde azalmaya neden olmuştur. Erkek bireyler 100 µg/l 

OP’e maruz bırakıldığında eşeysel davranışlar ve sperm sayısında artış belirlenmiştir. 

Aynı miktarda östradiol’e maruz bırakılan erkek bireylerde ise buna karşılık sperm 

sayısında azalma gözlenmiştir. Aynı konsantrasyondaki oktilfenolde erkeklerde 
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gonopodium (Kopüler organ) uzunluğunda artma, dişi bireylerde ise gonad 

ağırlığında azalma olduğu tespit edilmiştir (Toft ve Baatrup, 2003). Ayrıca bu 

çalışmada 200 µg/l oktilfenol’ün cinsiyet oranını değiştirmediği, erkek bireylerde ise 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında vücut uzunluklarının etkilendiği belirlenmiştir. 

Mortaliteye bakıldığında ise kontrol gurubu ile karşılaştırma yapıldığında 200 µg/l 

OP’ün ölüm oranını % 40 oranında arttırdığı tespit edilmiştir. 

 

Van den Belt ve arkadaşlarının 2003 yılında yaptığı çalışmada ergin erkek 

Gökkuşağı alabalıkları ve Zebra balıklarında 17β-estradiol (5, 10, 25 ng/l) ve 

oktilfenol (12,5, 25, 50 ve 100 µg/l) etkilerinin karşılaştırmıştır. Bileşiklerin 

östrojenik etkilerinin olduğunu oktilfenolün özellikle 100 µg/l dozunda vitelogenin 

seviyesini artırdığını ancak gökkuşağı alabalığının, zebra balığına göre daha hassas 

olduğunu bulmuşlardır (Van den Belt, 2003a). 

 

Androjen: östrojen oranı diğer şeylerin yanı sıra aromatazlar belirlenir. Aromatazlar 

(özellikle cyp19 enzimi) adrojeni geri dönüşümsüz olarak östrojen biyosenteziyle 

dönüştürürler (Jones ve ark., 2006; Seralini ve Moslemi, 2001; Simpson ve ark., 

2002). OP’nin ovaryum aromataz aktivitesini azalttığı tekir balıklarında (Mullus 

barbatus) tespit edilmiştir (Martin-Skilton ve ark., 2006).  NP maruz kalmış zebra 

balıklarında cyp19 genini ekspresyonu artmıştır (Kazeto ve ark., 2004).  Özet olarak 

alkilfenollerin aromataz aktivitesinin etkilediği balık, kemirgen ve insanlarda tespit 

edilmiştir. 

 

Endokrin bozcuların ortaya çıkan birçok aksiyon mekanizması arasında Aryl 

Hidrokarbon Reseptörleriyle (AhR) olan ilişkileri bulunmaktadır (Safe ve ark., 

2002). AhR, poliaromatik hidrokarbonlara karşı gerçekleşen biyolojik reaksiyonlara 

düzenleyen bir transkripsiyon faktörüdür (Fujii-Kuriyama ve Mimura 2005; Long ve 

ark.. 2003, 2006). Aynı zaman da cyp gen ailesinde ekspresyonunu düzenleyerek 

ksenobiyotik metabolizmada (Thomae ve ark., 2006), teratojenezisde ve 

inmunosupresyonda (Novosad ve ark., 2002) önemli rol oynar. Embriyo ve 

larvalarda gelişen morfolojik bozukluklardan bu mekanizmaların sorumlu olduğu 

düşünülebilir. 

 



23 

3.2.  2,4-D ile Yapılan Çalışmalar 

 

Kimyasalın DMA formu sucul ekosistem için daha az zararlı gibi gözükürken, 

Bütiloksi Etil Ester formu yüksek akut toksisite etkisine sahiptir. Bütiloksi Etil Ester 

formunun akut LC50 değerleri Daphnia magna için 0,4 mg/l, Oncorhynchus mykiss 

için de 0,3 mg/l olarak verilmektedir. Bu değerlere göre, Bütiloksi Etil Ester 

formunun yüksek konsantrasyonlarının sucul ekosisteme çok büyük zararlar 

verebileceği açıktır.  

 

Ancak düşük çözünürlüğü ve süratle hidrolize edilmesi bu riski biraz da olsa 

azaltmaktadır (WSDE, 2001). 2,4-D’nin asit formunun da sucul canlılara karşı çok 

zehirli olmayacağı düşünülmektedir. Ancak LC50 değerleri Cyclops vernalis’te 37 

mg/l ve hassas bir tür olarak bilinen Gammarus fasciatus’da ise 3,2 mg/l olarak 

saptanmıştır.  

 

DMA formunda kronik toksisite Daphnia manga için 27,5 mg/l, Oncorhynchus 

mykiss için de 5,56 mg/l olarak belirlenmiştir (WSDE, 2001). Farklı 2,4-D 

formlarının çeşitli balık türleri için belirlenen LC50 değerleri Tablo 3.1’de 

verilmektedir.  
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Tablo 3.1. Farklı 2,4-D formlarının çeşitli balıklar üzerindeki akut toksisitesi (WSDE, 2001). 

Formül   Tür Test türü Yaş Zaman LC50(mg/l) 

2,4-D BEE Oncorhynchus mykiss Akışkan Juvenil 96 sa   2.0 

2,4-D BEE Oncorhynchus 

gorbuscha 

Statik Juvenil 96 sa 0,4-1,1 

(0,73) 

2,4-D DMA 

Tuz 

Pimephales promelas Statik   Bütün 

yaşlar 

96 sa 266-344 

(314) 

2,4-D DMA 

tuz 

Lepomis macrochirus Statik Erişkin 

öncesi 

96 sa   177 

2,4-D Na tuz Oryzas latipes Statik Embriyo 48 sa   >40 

 

Yapılan arazi çalışmalarında 2,4-D’nin Dimetil Asit formunun sucul canlılar 

üzerindeki etkisinin dolaylı yollarla değişebileceği ortaya konmuştur. Oksijen 

miktarındaki azalma, mikroorganizmaların popülasyon dinamiklerini değiştirerek 

oksijensiz solunum yapanlar lehine bir fark oluşturur ve ayrıştırma dengelerinde 

değişime yol açarak etki derecelenmesini de değiştirir (WSDE, 2001). 

 

2,4-D’nin asit formunun doğadaki miktarı arttığında, fitoplankton popülasyonları 

azalır ve bu durum bentik organizma biyokütlesini ve balık popülasyonlarını etkiler. 

Arazi çalışmalarında 2,4-D’nin Bütiloksi Etil Ester formunun, sucul omurgalılarda 

davranışı etkilemediği, örneğin balığın yuva yapmasına ya da göç yollarında 

herhangi bir değişmeye neden olmadığı saptanmıştır (WSDE, 2001). 

 

Dünya Sağlık Örgütü balıklarda 2,4-D’nin teratojenik etki dozunun 1 ppm olduğunu 

bildirmiştir (WHO, 1984). Amerika Birleşik Devletlerinde 2,4-D’nin kullanıldığı 

alanlara yakın sularda yaşayan balık ve midyelerde 0,01 - 1,00 ppm 2,4-D saptandığı 

belirtilmiştir  (Schultz ve ark., 1974). Diğer bir çalışmada yakın çevrede 2,4-D 

kullanılmasıyla ilişkili olarak yüzey sularında 2,4-D maddesine rastlandığı rapor 

edilmiştir (Osman ve ark., 1963).  

 

Lepomis macrochirus (Bluegill) ve Mola mola (Pervane balığı) ile yapılan çalışmada 

LD50 dozu 263 mg/l’dir.  Çok ticari bir tür olan gökkuşağı alabalığı ile yapılan 



25 

çalışmada ise LD50 değeri 377 mg/l bulunmuştur. İstiridye ve deniz tarağıyla ilgili 

yapılan 2 ay boyunca süren gözlemde ise 3,8 ppm’lik değer bulundu (Thomas ve 

ark., 1968). Balıklarda 2,4-D isooktil ester için verilen LD50 dozu gökkuşağı alabalığı 

için 62-153 mg/l ve lüfer (Pomatomus saltatrix) için 5-68 mg/l’dir (IARC, 1977).  

 

Amerika’da yapılan çalışmada 2,4-D uygulaması yapılan alanlardaki çalışmalarda 

mantar ve bitkilerde bu herbisitin kalıntıları bulunmuştur. Ayrıca sucul herbisitlerin 

kullanımıyla da, balıklar ve kabukluların 2,4-D’ye maruz kaldıkları gözlemlenmiştir 

(WHO, 1984). Seçilmiş sekiz pestisitl yapılmış bir çalışmada, bu pestisitlerin yılan 

balığı (Anguilla anguilla) üzerindeki karşılaştırmalı akut toksisiteleri incelenmiştir 

(Ferrando ve ark., 1991). Ticari olarak satılan üç herbisitin yine ticari değeri olan 

Carassius auratus ve Oncorhynchus mykiss balıkları üzerine toksik etkileri 

incelenmiştir  (Anton ve ark., 1994).  Bir başka çalışmada radyoaktif işaretli olan 

2,4-D ve glyphosate maddelerinin sazan  (Cyprinus carpio) ve Tilapia mossambica 

balıkları üzerine etkisi tespit edilmiştir.  

 

Balık ve su sümbüllerinde 2,4-D ve glyphosate’ın birikimi ile ilgili bir araştırma 

yapılmıştır (Wang ve ark., 1994). Nehirlerde ve göllerde çeşitli metal karışımları 

kimyasalların balıklar üzerine etkileri araştırılmıştır. Elli kimyasal madde içerisinde 

balık letalitesi bilgisi ve kültüre edilmiş Leuciscus idus hücrelerindeki invitro 

sitotoksisitesi arasındaki ilişki hakkında bilgi vermişlerdir (Brandao ve ark., 1992). 

 

Böbrekler ile ilgili bir çalışmada 2,4-D maddesinin 96 saat akut dozu temel alınarak 

Tinca tinca bireylerinde oluşturduğu patolojik süreç izlenmiştir. 1, 2, 5, 8 ve 12 

günlük zehirlenme dönemlerinden sonra balıklar incelenmiştir. Bulgular böbrek 

dokusunda küçülme ve bozulmalar, boşaltım sistemini meydana getiren hücrelerde 

değişimler oluştuğu gözlenmiştir (Gomez ve ark., 1999).  

 

Yapılan çalışmalarda ele alınan zehirlenme süreleri değişmekle birlikte, uzun süreli 

deneylerde oksijen azalması ve metabolik artıklar önemli problemler teşkil ettiğinden 

akut deneyler genellikle 96 saat veya daha kısa sürelidir (Anonymous, 1971). PCB 

ve 2,4-D toksik maddeleriyle yapılan bir testte Channa punctatus ‘un MN testi 

değerlerinin yüksek olduğu mikronukleuslarının genotoksik değerlendirmesinde 
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yüksek, düşük ve orta doz ve kontrol gruplarıyla yapılan çalışmada 48, 72 ve 96 

saatlik dönemlerde genotoksik oldukları ve 2,4-D’nin hücre morfolojini etkileyerek 

ekinosit oluşumu gözlemlenmiştir (Farah ve ark., 2003).  

 

 



 
 

 

BÖLÜM 4. MATERYAL VE METOT 
 

 

 

4.1.  Materyal 

4.1.1. 4-tert Oktilfenol 

 

Oktilfenol, (Tablo 4.1) alkilfenol etoksilatlarının biyoparçalanma ürünü olan non-

iyonik yüzey aktif maddesidir. Oktilfenol, genel formülü C8H17.C6H4(OH) olan 

isomerik bileşikler olarak bilinmektedir (Şekil 4.1). Oktil grubu (C8H17) çeşitli 

yollarla dallanır ya da kuvvetli bir zincir oluşturabilir (OSPAR, 2003). 

, 

Şekil 4.1.4-tert Oktilfenol 

 

Tablo 4.1.Oktilfenol’ün bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Özellik Açıklama 

Moleküler formülü   CH3(CH2)7C6H4OH 

CAS numarası  140-66-9 

Moleküler ağırlığı  206,36 

Fiziksel hali ve rengi   Beyaz kristal veya toz 

Erime noktası  79-82 °C 

Kaynama noktası 280-283 °C 

Yoğunluğu 0,961 g/cm3 

Buhar basıncı    20 °C’de 0.001 kPA   

Suda çözünürlüğü   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 türevidir. Şekil 4.2’de 

ve Tablo 4.2’de özellikleri belirtilen klorofenoksi asetik asit de, seçici ve sistematik 

bir herbisittir. Fenoksi asitler grubuna dahil bu kimyasal maddelerin asıl görevleri 

bitkinin kontrolsüz ve hızlı büyümesine neden olarak ölmesini sağlamaktır. Yüksek 

derecede seçici herbisitler sınıfına dahildirler (WSDE, 2001). 

 

 
Şekil 4.2. 2,4-Dikloro feoksiasetik asit. 

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

Özellik Açıklama 

Moleküler formülü   C8H6O3Cl2 

CAS numarası  94-75-7 

Moleküler ağırlığı  221,04 g/mol 

Fiziksel hali ve rengi   Beyaz yada sarı toz 

Erime noktası  138 °C 

Kaynama noktası 160 °C 
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Yoğunluğu 1,24 

Buhar basıncı    1,4x10-7 mm Hg (25 °C) 

Suda çözünürlüğü   900 mg/l 

pKa 2,3 

Sinonimleri:    2,4-D 

Hedonal 

Trinoxol 

2',6'-Diethyl-N-butoxymethyl-2-

chloroacetanilide 

 

 

4.2.  Metot 

4.2.1. Laboratuvar Ortamı  

 

Zebra balıkları şehirdeki yerel akvaryumculardan temin edilmiştir. Balıklar 24 

litrelik akvaryumlarda 1 hafta süre bekletilerek ortama alışmaları sağlanmıştır. 

Akvaryumlar termostatlı ısıtıcılar 28°C sabitlenmiştir. Akvaryum suyu olarak 48 saat 

bekletilmiş şehir suyu kullanılmıştır. Ortamın fotoperiyodu 14 saat aydınlık 10 saat 

karanlık ayarlandı. Işıklandırma süresinin kontrolü için zaman ayarlı elektrik prizleri 

kullanıldı. Günde 2 defa pul yemle (Tetra Pro) beslendi. Haftada 1-2 kez kankurdu 

(Tetra Bloodworm Mix) ile beslendi. 

 

4.2.2. Zebra Balığı Yumurtalarının Toplanması  

 

Balıkların alışma sürecinden sonra, yumurta toplanması planlanan tarihten en az 1 

hafta önce yumurtlamaya uygun damızlık dişiler ve erkekler ayrıldı. Yumurta 

toplama tarihinden 1 gün önce damızlık balıklar 8 litrelik çiftleşme akvaryumlarına 

alındı. 1 dişiye 2 erkek olacak şekilde akvaryumlara 6 şar balık yerleştirildi. 

Balıkların yumurtalarını yemesini engellemesi için balıklar 26x15x15 cm 

boyutlarındaki tül yavruluk içerisine yerleştirildi. Ertesi sabah, aydınlık 

fotoperiyodun ilk saatinde yumurtalar akvaryumun dibinde gözlemlendi. Önce 

balıklar çiftleşme akvaryumundan uzaklaştırıldı. Yumurtalar dikkatlice sifonlama 

yöntemiyle petri kaplarına alındı. Dinlenmiş su ile birkaç kez yıkandı ve içlerinden 
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döllenmeyen yumurtalar ayıklandı. Daha sonra yumurtalar E3 solüsyonu içinde 

aktarıldıktan sonra 28°C inkübator içerisinde beklemeye alındı. 

 

4.2.3. Bileşiklerin Uygulanması 

 

Sucul sistemler için kronik toksisite testleri arasında çok kullanılan testlerden bir 

FET (Fish Embryo Toxicity Test) testidir. FET testi Zebra balığı embriyo ve/veya 

larvalarında da yapılan kronik bir toksisite testidir. Test zebra balığı embriyolarının, 

döllenmeden 2-4 saat sonra incelenecek kimyasal maddeye maruz kalmalarını 

öngörür. Test polisistren’den yapılmış 24 kuyucuklu mikroplate (24 well plate) 

içerisinde gerçekleştirilir. 20 kuyucuk test edilecek dozlar için kullanılır (Mavi). 

Geriye kalan 4 kuyucuk (Kırmızı) ise kontrol grupları için kullanılır. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Şekil 4.3  FET tesitinin 24 kutucıklı mikroplate üzerine uygulanması 

 

Testin süresi en az 48, en çok 120 saattir. Her kuyucuk içerisinde 2 ml sıvı konması 

gerekir. Solüsyonların 24 saatte bir değiştirilmesi lazımdır. Bütün embriyolar aynı 

ortam koşullarında büyütülürler. Test sonuncunda Embriyo ve larva mortalitesi, 

gelişimsel oranı, larvaların yumurtadan çıkabilme başarısı ve morfolojik 

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

 

Deneylerde kullanılan maddelerin suda çözünürlüğü az olduğu için, önce çözücü 

olarak %1 DMSO (Dimetil Sülfoksit) (Hallare, 2004) içerisinde çözündükten sonra 
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su ile karıştırılmıştır. Negatif kontrol grubu olarak dinlenmiş çeşme suyu ve çözücü 

kontrol olarak %1 DMSO çözeltisi kullanılmıştır.  

 

Doz uygulamaları için bütün testler 28°C sıcaklıktaki statik koşullarda ve 

havalandırması olmayan ortamlarda yapılmıştır. Deneyin yapılacağı plate’lerde her 

bir kuyucuğun içerisine 2 ml uygulama solüsyonu eklenmiştir. Her 24 saate bir bu 

uygulama solüsyonu tazelenmiştir. Her bir doz için 60 adet rastgele seçilmiş sağlıklı 

embriyo kullanılmıştır. Negatif ve çözücü kontrol grupları için 60 adet embriyo 

kullanılmıştır. Embriyolar Blastula safhasında iken (yaklaşık döllenmeden sonra 2 

saat) doz içerine 1 kuyucuk da 1 embriyo olacak şekilde yerleştirilmiştir. Deney 

sürecine ilk olarak 8. saatte daha sonra 24 saate bir kontrol edilerek, ölen bireyler 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. Her doz 3 defa tekrarlanmıştır. Karşılaşılan anormalikler 

Olympus BX50 görüntüleme sistemiyle kaydedilmiştir.   

 

4-tert-oktilfenol uygulamaları için önce 1 mM stok solüsyonu hazırlanmıştır. 0.1,  

0.5, 1, 2, 5 ve 10  µM uygulama solüsyonlarına seyreltilmiştir.  

 

2,4-Diklorofenoksi asetik asit uygulamaları için 5 mM stok solüsyonu hazırlanmıştır. 

0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM uygulama solüsyonları hazırlanmıştır. 

 

LC50 değerlerinin hesaplanması için Probit yöntemi kullanılmıştır. LC50 değerlerinin 

sonuçları aritmetik ortalama ± standart hata olarak verildi. Dozların birbirleriyle ve 

kontrol gruplarıyla karşılaştırılması sırasında Dunnett’ın t testi kullanılmıştır. 

Hesaplamalarda IBM SPSS 20 programıyla kullanılmıştır. İstatistiksel anlamlılık 

p<0,05 düzeyi kabul edilmiştir. 

 

 



 

 

 
BÖLÜM 5. BULGULAR 

 

 

5.1.  LC50Değerlerinin Hesaplanması 

 

OP ve 2,4-D’nin LC50 değerlerinin tespit edilmesi amacıyla döllenmiş balık 

yumurtalarının fertilizasyondan itibaren (en geç 4 saat içinde) kimyasallara 

maruziyeti gerçekleştirilmiş ve 120 saatlik süre sonunda canlı kalan ve ölen 

embriyolar tespit edilerek Probit analizi ile ortalama değerler %95’lik güven sınırları 

içinde tespit edilmiştir. Oktilfenol için LC50 değeri 1,592±0,148 µM, 2,4-

Diklorofenoksiasetik asit için 1,185±0,116 mM bulunmuştur. Denemelerdeki 

değerleri ve %95 güvenlik sınırlarını Tablo 5.1’de bulunmaktadır. 

 

Tablo 5.1. OP ve 2,4-D’nin 120 saatlik LC50 Değerleri 

Test No LC50 Değerleri %95 güvenlik Sınırları 

OP   

1 1,532±0,146 µM 1,246 - 1,818 

2 1,790±0,160 µM 1,476 - 2,104 

3 1,454±0,138 µM 1,183 - 1,724 

Ortalama 1,592±0,148 µM 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 

 

 



33 

5.2.  Yumurta ve Embriyo Mortalitesi 

 

OP ve 2,4-D bileşiklerinin embriyo ve larvalarda ölümlere sebep olup olmadığı 2 kez 

tekrarlanan FET testi sonucu ölüm oranları bulunmuştur. Yüksek dozlarda 120 saat 

süreyle OP uygulanan embriyo ve larvalarda %100 bulan ölümler gerçekleşmiştir 

(Şekil 5.1). Bu oranlarla ilgili bilgiler tablo 5.2‘de sunulmuştur. OP etkileri,  50 ve 10 

µM’lık dozlarda 5 günün sonunda embriyo ve larvaları tamamı ölürken daha düşük 

dozlarda bireylerde letal ve subletal malformasyonlar görülmüştür. Kontrol ve 

çözücü kontrol olarak kullanılan DMSO’da ise çok az miktarda mortalite 

gözlenmiştir. 2,4-D’de ise yüksek dozlarda %80 varan ölüm oranı gerçekleşmiştir 

(Şekil 5.2). Ölüm oranları tablo 5.3’de sunulmaktadır.  

 

Şekil 5.1. OP 120 saat süreyle uygulanmış dozları 
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Şekil 5.2 2,4-D 120 saat süreyle uygulanmış dozları 

 

 

Tablo 5.2 120 saatlik OP Uygulamalarında zebra balığı embriyo ve larvaların elde edilen doz-yanıt verileri 

Dozlar Birey Sayısı 
120 Saat Sonunda 

Ölüm % 
120 Sonunda 

Anormali 
Kontrol 60 7,22% ± 0,015 0,00% ± 0,000 
DMSO 60 8,33% ± 0,010 1,04% ± 0,086 
0,1 µM 60 11,67% ± 0,025 23,33% ± 0,188 
0,5 µM 60 21,67% ± 0,035 35,00% ± 0,287 
1 µM 60 36,67% ± 0,044* 61,67% ± 0,217 
2 µM 60 60,56% ± 0,053* 80,00% ± 0,109 
5 µM 60 82,78% ± 0,056* 91,67% ± 0,188 
10 µM 60 100,00% ± 0,000* 100,00% ± 0,000 

*Kontrol ve çözücü kontrol gruplarından istatistik önem derecesinde farklı (p<0,05) 

 

Tablo 5.3. 120 saatlik 2,4-D Uygulamalarında zebra balığı embriyo ve larvaların elde edilen doz-yanıt verileri 

Dozlar Birey 
Sayısı 

120 Saat Sonunda 
Ölüm % 

120 Sonunda 
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 çözücü kontrol gruplarından istatistik önem derecesinde farklı (p<0,05) 
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5.3.  Morfolojik Anormallikler 

 

OP uygulanmış embriyolar 5 günlük süre boyunca gelişimlerinin ilk aşamalarında 

itibaren ortaya çıkan morfolojik anormallikler takip edilmiş ve Olympus BX-51 

marka mikroskopla fotoğrafları çekilmiştir. Buna göre gelişimin erken evrelerinden 

itibaren embriyo ve larvalarda gözlenen anormallikleri şöyle sıralamak mümkündür.  

kranofasiyal defekt (Şekil 5.7)  vertebra defektleri (Şekil 5.8),  vertebra sütün defekti 

(Omurgada oluşan birden fazla eğrilikler) (Şekil 5.9), lordoz  (Omurganın dışa doğru 

eğrilmesi) (Şekil 5.10, 5.28), kifoz  (Omurganın içe doğru eğrilmesi) (Şekil 5.11, 

5.12, 5.14), skolyoz  (Omurganın yanlara doğru eğilmesi) (Şekil 5.13, 5.21,  5.22, 

5.23, 5.25), perikardial (Şekil 5.8, 5.11, 5.18) ve perivitellin ödemler (Şekil 5.11, 

5.12, 5.13, 5.14),  kuyruk anomalileri (Şekil 5.29, 5.30, 5.31), hemoralji (Kanama) 

(Şekil 5.18, 5.19). Ödemler çeşitli şekillerde olup genellikle perikardial ve peritoneal 

ödem tarzında olduğu bazı durumlar perivitellin alanda gerçekleşmiştir. Doz artışına 

bağlı olarak anormallik sayısı ve çeşidi artmıştır.   

 

2,4-D uygulamalarında gelişim gerilikleri (Şekil 5.15, 5.16, 5.17, 5.20, 5.26), lordoz 

(Şekil 5.16, 5.17, 5.20, 5.26, 5.27), kifoz (Şekil 5.24), skolyoz (Şekil 5.21), hava 

kesesinin aşırı büyümesi (Şekil 5.15, 5.16, 5.17) ve hava kesesinin oluşmaması 

(Şekil 5.20), perikardial ödemdir (Şekil 5.9). Özellikle vertebra defektleri bulunan 

ve/veya hava kesesi sorunu olan larvalarda yüzme aktivitelerinde azalma ve ölümler 

meydana gelmiştir. Negatif kontrol grubunda herhangi bir anormallik 

gözlemlenmezken DMSO uygulamasında perikardial ödem 1 defa gözlemlenmiştir.  
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Şekil 5.3. 48 saatlik negatif kontrol ve çözücü kontrol zebra balığı embriyoları 

 

 

 
Şekil 5.4.96 saatlik a) negatif kontrol ve b) çözücü kontrol zebra balığı larvaları 

a 

b 

a b 
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Şekil 5.5. 5 µM OP uygulanmış 48 saatlik zebra balığı embriyolarında kraniyofasial defekt 

 
Şekil 5.6. 1 µM OP uygulanmış 48 saatlik zebra balığı embriyolarında perikardiyal ödem (Beyaz ok) ve anaksial 
vücut gelişimi (Siyah ok) 
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Şekil 5.7. 500 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında vertebra sütün defekleri (Siyah oklar) ve 
perikardial ödem (Beyaz ok) 

 

 
Şekil 5.8. 100 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında lordoz 

 
Şekil 5.9. 2 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kifoz (Siyah ok), perikardiyal ve perivitellin 
ödemler (Beyaz oklar) 
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5.10. 1 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kifoz (Siyah ok) ve perivitellin ödemler (Beyaz 
ok) 

 

 
Şekil 5.11. 1 µM OP uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında skolyoz ve perivitellin ödemler (Siyah ok) 
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Şekil 5.12. 0,5µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kifoz (Siyah ok), perikardiyal ve 
perivitellin ödemler (Beyaz oklar) 

 

 
Şekil 5.13. 200 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği,  lordoz (Beyaz ok) ve 
aşırı büyümüş hava kesesi (Siyah ok) 
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Şekil 5.14. 50 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği,  lordoz (Beyaz ok) ve 
aşırı büyümüş hava kesesi (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.15. 20 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği,  lordoz ve aşırı büyümüş 
hava kesesi (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.16. 0,5 µM OP uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında perikardiyal ödem ve hemoralji (Beyaz 
ok) 
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Şekil 5.17. 1 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında hemoraji (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.18. 20 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği,  lordoz(Siyah ok) ve 
hava kesesi oluşmaması (Beyaz ok) 

 
Şekil 5.19. 50 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında skolyoz (Siyah ok) 
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Şekil 5.20. 5 µM OP uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında skolyoz (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.21. 1 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında skolyoz (Siyah ok) 
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Şekil 5.22. 50 µM 2,4-D uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kifoz (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.23. 0,5 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında skolyoz (Siyah ok) 
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Şekil 5.24. 50 µM 2,4-D uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği, lordoz (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.25. 100 µM 2,4-D uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında gelişim geriliği,  lordoz (Siyah ok) 
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Şekil 5.26. 1 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında lordoz (Siyah ok) 

 

 
Şekil 5.27. 1 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kuyruk anormalisi 
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Şekil 5.28. 0,5 µM OP uygulanmış 120 saatlik zebra balığı larvalarında kuyruk anormalisi 

 
Şekil 5.29. 2 µM OP uygulanmış 96 saatlik zebra balığı larvalarında kuyruk anormalisi 
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BÖLÜM 6. TARTIŞMA 
 

 

Bu çalışmada amaçlanan ana hedef endokrin bozucu maddeler olarak kabul edilen 

Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik asidin LC50 değerlerinin belirlenmesi ve 

Zebra balığının embriyo ve larval dönem gelişimi üzerine oluşturduğu teratolojik 

hasarların belirlenmesidir. Bu hasarların belirlenmesinde Balık Ekotoksisite Testi 

kullanılmıştır (FET, Fish Ecotoxicity Test). FET testinin kronik uygulamaları azami 

5 gün (120 saat) olması gereklidir (Embry, 2010). 5 günden fazla yapılan 

çalışmalarda özellikle Oktilfenol çalışmalarında yumurta ve embriyoların ödem ve 

vertebra defetklerine bağlı olarak öldüğü ve sağlıklı veriler alınamadığı tespit 

edilmiştir. Embriyolara ilk 4 saat içerisinde Oktilfenol ve 2,4-Diklorofenoksiasetik 

asit uygulaması yapılmış, ölüm oranları ve morfolojilerindeki değişiklikler not 

alınmıştır. 

 

Endokrin bozucular arasında önemli bir yeri olan ksenoöstrojenler ya da çevresel 

östrojenler, doğal östrojeni taklit etmekte ve bu sebeple daha fazla araştırılmaktadır. 

(WHO/IPCS, 2002; Goksøyr ve ark., 2003).  Bu kimyasallar arasında alkil fenoller, 

dioksinler, fungusitler, organoklorin pestisitleri, poliklorinli bifeniller ve fitalatlar yer 

almaktadır.  

 

Alkilfenoller arasında Oktilfenol ve Nonilfenol en çok dikkat çeken kimyasallardır. 

Nonilfenol ve Oktilfenol etoksilat, Alkilfenol etoksilatların degredasyonu sonucunda 

oluşan non-iyonik surfektan ürünlerdir ve pestisitlerde, spermisitlerde, boyalarda, 

ıslatma ajanlarında, tekstillerde, plastik ve kâğıt ürünlerinde kullanılmaktadır. (Soto 

ve ark., 1991). OP ve NP ana bileşiklerine (etoksilatlarına) göre daha dayanıklı ve 

toksiktir. (Naylor ve ark., 1992). Bu bileşikler östrojen reseptörünün doğal ligantı 

olan estrodiole nazaran daha zayıf olsalar da, neredeyse bütün ortamda var olmaları 

ve canlılarda birikim yapmaları nedeniyle (Ying ve ark., 2002) estradiol (E2) ile 

benzer etkiler oluşturabilirler. Örnek olarak OP estradiole göre 3.7x10-5 kat daha az 
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afinitesi vardır. NP’ün afinitesi ise % 25 daha azdır (Servos, 1999). Sucul canlılar 

üzerinde yapılan birçok in vivo ve in vitro çalışma da ki OP doğal östrojeni taklit 

ederek östrojenik etkileri gösterilmiştir (Jobling ve Sumpter, 1993, Gray and 

Metcalfe, 1999b; Knörr ve Braunbeck, 2002).  

 

Oktilfenolün sucul canlılar üzerinde diğer bir etkisi erkek bireylerde normalde 

bulunmayan vitellogenin (VTG) düzeyini arttırmasıdır. VTG vitellüs prekürsor 

proteinidir. Sadece yumurta üretmeye hazırlanan dişi bireylerde bulunur. Van den 

Belt ve arkadaşlarının (2003b) çalışmada OP’nin zebra balığı embriyoları üzerine 

östrojenik etkilerini VTG düzeylerini arttırarak göstermiştir (Van den Belt ve ark., 

2003b). 

 

Bütün bu sebeplerden Avrupa komisyonu bu kimyasalları su politikaları alanında 

öncelikli maddeler listesinde, öncelikli zararlı kimyasallar sınıfına sokmuş ve 

kullanımlarının 2003 yılından beri kısıtlamıştır (EPC, 2003). 

 

Cruz-Li’nin 2004 yılında doktora tezinde yaptığı çalışmada zebra balıkları 

embriyolarında uygulanan OP için 96 saatlik LC50 değerini 2,8 µM bulmuştur. 

Ancak testlerinde OP dozunu döllenmeden 12 saat sonra verdiği için LC50 

değerlerinin daha düşük bulması beklenen bir durumdur. Cruz-Li ayrıca 

çalışmalısında OP’ün Zebra balığı larvalarının davranışlarının incelemiş, OP’nin 

larvaların hareketlerinde, avcıdan kaçınma davranışlarında azalma tespit etmiştir. 

Aynı durum yaptığımız çalışmada da gözlemlenmiştir. 180 günlük bireylerde üreme 

performansını ölçmüş, döllenme oranında ve toplam yumurta üretiminde azalma 

bulmuştur. 

 

Dumitrescu ve arkadaşlarının (2009) OP ile yaptığı çalışmada 1,5 ve 60 µg/l dozlara 

maruz bırakılan embriyolarda gelişimde gerilik ve yüksek dozda ölüm oranında artış 

görülmüştür. 77 saatlik deneyin sonunda düşük dozda embriyoların % 90 koryondan 

çıkmış ve % 10 ölmüş, yüksek dozda ise ölüm oranı % 60 çıkmıştır.  

 

Bizim çalışmamızda kullandığımız en düşük OP dozu yaklaşık 100 µg/l civarında 

olmaktadır. 120 saatlik deney süresi içinde çalışmamızda yaklaşık % 40 civarındadır. 
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Aradaki farkın değerlendirilmesinde Dumitrescu ve arkadaşlarının yaptığı bazı 

bilinmeyen noktalar olması zorluk çıkarmaktadır. Çözücü bir kimyasalın kullanıp 

kullanılmadığı, doz uygulamasının döllenmeden sonra kaç saat içerinde yapıldığı 

gibi şartların bilinmemesi gibi durumlar deney düzenini etkileyerek ölüm oranında 

önemli değişiliklere neden olabilirler. 

 

2010 yılında yaptıkları histolojik çalışmalarda 21-115 günlük zebra balıklarına 60 ve 

100 µg/l dozlarda OP uygulanmış ve feminizasyon, gonadlarda oogenez oluşumunda 

yavaşlama, karaciğer dokularında hepatositlerde hipertrofi ve kapiler ektazi ve 

böbreklerde nefronların epitel dokularında bozulma lökosit infiltrasyonu 

bulunmuşur. 

 

Segner ve arkadaşlarının 2003 yılında yaptığı çalışmada zebra balıklarına 1.2, 3.7, 

11.9 ve 38  µg/l dozlarında OP uygulanmıştır. Zebra balığının tüm yaşam döngüsü 

incelenmiş ve üreme başarısının düştüğü gözlemlenmiştir.  Çalışmada rekombinant 

maya assay’i kullanılarak OP için EC50 (Efektif konsantrayon) 1,6 ± 0,59 µM 

bulunmuştur. Bu değer bizim çalışmamızda OP konsantrayonlarının belirlenmesi için 

bir çıkış noktası olmuştur.  Çalışmada ayrıca etinilöstradiol ve BPA kullanılmıştır. 

Segner’in yaptığı çalışmada, maya assayinde OP’nin BPA’dan 6 kat güçlü olduğu, 

yaşam döngüsü testinde 45 kat güçlü olduğu belirtilmiştir. 

 

Gray ve arkadaşlarının 1999 yılında medaka balıkları (Oryzias latipes) üzerinde 

yapmış olduğu çalışmada OP’ye 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 µg/l dozlarında maruz 

bırakılmıştır. Embriyolar döllenmeden 2-3 saat sonra doza konmuştur. 17 günlük 

LC50 değerlerini sırayla 450, 830 ve 940 µg/l bulmuşlardır. Balık embriyo ve 

larvalarında gelişim bozukları, dolaşım problemleri, yüzme kesesi bozuklukları 

bulunmuştur. Ancak koryonda çıkma başarısını azaltırken, çıkma süresini 

etkilememiştir. Bizim çalışmamızda çözücü olarak aseton yerine daha az zararlı 

olarak bilinen DMSO kullanılmıştır. LC50 değeri olarak 17 günlük bir test söz konusu 

olduğu için OP LC50 değerleri çok yüksek ve düzensiz çıkmıştır. Bizim 

çalışmamızda 5 günlük LC50 değeri yaklaşık 328 µg/l’dır. Medaka balıklarında OP 

etkisiyle rastlanılan bütün gelişim bozuklarına zebra balıklarında da rastlanılmıştır. 
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Ayrıca zebra balıklarında kuyruk ve baş bölgesinde gelişim bozuklukları, kanama ve 

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

 

 

Koryondan çıkmayı sağlayan enzimlerin faaliyetleri kontaminatlar tarafından 

etkilenerek erken koryondan çıkmayı ya da geciktirebilir (Von Westernhagen, 1988). 

Zebra balıkların kimyasal toksisitenin koryondan çıkışı geciktirebileği konusunda 

yapılmış çok sayıda çalışma vardır (Dave ve ark., 1987;  Oliveira ve ark., 2009).  

Ayrıca Gray ve Metcalfe (1999a) yapmış olduğu bir çalışmada OP’nin medaka 

balıklarında koryondan çıkış başarısında negatif korelasyon olduğu ve yüksek 

konsantrasyondaki OP’nin embriyoların çıkışını büyük oranda düşürdüğünü 

göstermiştir. Bizim çalışmamızda gözlenen zebra balığı embriyolarının koryondan 

çıkma başarısının düşmesi ve çıkışlarının gecikmesi bu bağlamda açıklanabilir. 

 

Puy-Azurmendi ve arkadaşlarının (2014) yaptığı çalışmada alkifenolerin ve OP’nin 

diğer isomerlerinin de östrojenik olduğunu koryondan çıkış sürensinde gecikme, vtg 

ve cyp19 genlerinin expresyonunda artış olduğunu rekombinant maya assay’i ile 

göstermiştir.  

 

Çakal ve arkadaşlarının 2007 yılında denizkestaneleri (Arbacia lixula) üzerinde 

yapmış oldukları embriyo toksisite çalışmasında, 5-160 µg/l arasında dozlarda 

döllenmeden 10 dakika sonra OP uygulanmıştır. Denizkestanelerinde düşük dozlarda 

gelişim gerilikleri, iskelet bozuklukları, yüksek dozlarda ise gelişim blastula/gastrula 

safhasında tamamen durması, gelişim bozuklukları ve ölüm oranının yükselmesi 

gözlenmiştir. Arbacia lixula türü için OP ölümcül dozu 40 µg/l olarak tespit 

edilmiştir. 

 

Sıklıkla kullanılan bir hebisit olan 2,4-D ilk olarak 1941 yılında sentezlenmiş ve 

1944 yılından itibaren ticari olarak kullanılmıştır. Deney hayvanlarında yapılan 

çalışmalarda 2,4-D’nin, genel olarak düşük akut toksisite etkilerine sahip olduğu, 

yüksek dozlarda 2,4-D maruziyeti ratlarda ve tavşanlarda böbreklere anyon taşıma 

kapasitesine zarar vermektedir. Oluşan diğer etkiler arasında göz irritanı olmasıdır 

(Kirsch, 1983). Subkronik ve kronik etkileri arasında gözler tiroit, böbrekler, adrenal 
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bezler ve gonadlar bulunmaktadır (EPA, 2005). Ayrıca maternal toksisite konusunda 

yapılan çalışmalarda, rat fetal vücut ağırlığının azaldığı ama tavşanlarda etkilerinin 

çok az olduğu görülmüştür. 

 

Gelişim toksisitesi konusunda yapılan çalışmalar Ton ve arkadaşları (2006) 6 saatlik 

zebra balığı embriyolarına verilen 2,4-D’nin 96 saatlik LC50 değerlerini 132 µM 

bulmuşlardır. FET testi ile yapılan 4 saatlik embriyolara verilen 120 saatlik FET test 

bulduğumuz (1,185 mM) uyumlu değerlere sahip değildir.  Ton, çalışmasında 48 

saatlik ve 96 saatlik maruziyetlerde Zebra balığı embriyolarında yavaşlamış kalp 

atışı, haraketlilikte azalma, kanama ve perikardial ödem, gelişim geriliği tespit 

etmiştir. Nörotoksik etkileri bulunduğu özellikle beyin bölgesinde yüksek hücre 

ölümlerin bulunduğunu ve motor nöronlar aksonların büyümesinin bozulduğunu 

bulmuşlardır. Arada oluşan farkın, embriyoların 2,4-D’ye daha erken maruz kalması 

ve deney süresinin 120 saatlik olmasıyla açıklanabilir. 

 

Holcombe ve arkadaşlarının 2003 yıldan 2,4-D ve Medaka balıklarında (Oryzias 

latipes) yaptığı çalışmada, balık embryo ve larvalarına 96 saatlik kronik toksisite 

testi ve 28 günlük kronik teste maruz bırakılmışlardır. 96 saatlik akut testte balık 

embriyolarına, 567, 1100, 2250, 4560 ve 8970 mg/l 2,4-D verilmiş ve LC50 2780 

mg/l olarak bulunmuştur. Deney sırasında 4650 ve 8970 mg/l dozlardaki 

embriyoların hepsi ölmüştür. 28 günlük kronik teste 1. Tekrarda 27.2, 56.5, 113, 221 

ve 425 mg/l düzeyinde 2,4-D’ye maruz bırakılmış, 221 ve 425 mg/l 

konsantrayonlarındaki balıkların hepsi öldüğü için deney 2. kez tekrarlanmıştır. 2. 

Tekrarda, 2.37, 5.73, 13.5, 30 ve 60 mg/l dozları kullanılmıştır. Elde edilen LC50 

değeri sırasıyla 39,2 ve 42,5 mg/l’dir. Ölçülen LC50 değerleri Ton ve arkadaşlarının 

2006 yılında çalışma ile bizim çalışmamızdaki değerlere (262 mg/l) yakın değildir. 

 

Alexander ve arkadaşlarının 1985 yılında farklı 3 tür balıkla yaptığı 96 saatlik 2,4-D 

ile LC50 testinde koca golyan balığı (Fathead minnow, Pimephales promelas), 

Lepomis macrochirus (Bluegill) ve gökkuşağı alabağı (Oncorhynchus 

mykiss)kullanmıştır. Ölçülen değerler sırasıyla, 320, 263 ve 358 mg/l’dir. Bizim 

çalışmamızla kıyaslandığında, 120 saatlik LC50 değerleri göz önüne alındığında, 

Alexander ve arkadaşları ölçülen değerlerinden çok farklı olmadığı görülecektir. 
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Koç ve Akbulut (2012) yaptığı Zebra balığı embriyoların ovaryumları üzerine 

yaptıkları çalışmada 0,1, 0,5 ve 1 ppm 2,4-D maruziyetine bırakılan embriyolarda, 

oogenezde yavaşlama, atretik foliküllerin sayısında ve bağ doku miktarında artış 

tespit edilmiştir. 

 

Günümüzde OP sınırlamalarına rağmen kullanımının sürekli artışı ve sucul ortamda 

çok az miktarda bile bile bulunmasının yaratabileceği tehlikeler ortadadır. Model 

organizma olarak seçilen zebra balığının ksenobiyotik metabolizmasının, insanla çok 

büyük benzerlikler bulunması ve literatür çalışmalarının da destekleyeceği gibi 

yaratacağı tehlikenin boyutlarına dikkat çekmelidir. Bu yüzden özellik arıtma 

tesislerinin biyolojik arıtma sistemlerini APE gibi ksenoöstrojenik kimyasallar için 

düzenlenmeli ve bu gibi kimyasalların kullanımına daha fazla sınırlama getirerek 

kullanımı mümkün olduğunca azaltılmalıdır. 

 

2,4-Diklorofenoksiasetik asidin herbisit olarak kullanımı çok yüksek olması ve direk 

ya da indirek yollarla yeraltı suyu ve/veya sucul ekosistemde dağılması nedeniyle 

ekosistemde oluşacak hasarlar yüzünden kullanımına sınırlandırma getirilmesi, 

ekosisteme daha az zarar veren farklı herbisit alternatifleri kullanılması 

gerekmektedir. 
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