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OZET

Bu c¢alismada sazan (Cyprinus carpio L.) fingerlingleri organofosforlu
insektisitlerden chlorpyrifos-ethyl’in subletal konsantrasyonu 16 ug/L’ye (96
saatlik LCsyp degerinin 1/10’u) 24, 48, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz
birakilmislardir. Denemeler sonunda baliklardan elde edilen periferal
eritrositlerde niikleus anomalileri ve mikroniikleus farkh frekanslarda tespit
edilmistir. Niikleus anomalileri acisindan chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan
gruplar ile kontrol gruplar arasindaki farkhhiklar istatistiki yonden onemli
bulunmazken (P>0,05), mikroniikleus testi sonucunda chlorpyrifos-ethyl’e
maruz kalan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark 6nemli bulunmustur
(P<0,05) ve |pestisitin genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Hepatopankreas dokularinda albumin dejenerasyonu, hidropik dejenerasyon,
hiperemi, solunga¢c dokularinda hiperemi, telangiektazi, hiperplazi, bransitis,
o0dem, klorit hiicre hiperplazisi ve fiizyon ile bobrek dokularinda kanama,
hiperemi, melanizasyon, o6dem, bowman kapsiiliinde genisleme, sismis
glomerulus, tubullerde hidropik dejenerasyon ve tubulun etrafinda
melanizasyon, chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan fingerlinglerinde en cok
rastlanan histopatolojik bulgulardir. Kontrol gruplarinda herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanilmamistir. Chlorpyrifos-ethyl’e daha uzun siire

maruz kalma, dokularda elde edilen bulgularin siddetlenmesine ve/veya goriilen



histopatolojik bulgularin daha yogun ve daha fazla sayida bahkta goriilmesine

sebebiyet vermemistir.

Sonuc¢ olarak subletal konsantrasyonda bile chlorpyrifos-ethyl’e maruziyetin

sazan fingerlinglerinde genotoksik etki gosterdigi ve doku hasarma yol actig

saptanmistir.

Bilim Kodu :903.5.075

Anahtar Kelimeler :Chlorpyrifos-ethyl, sazan, genotoksisite, mikroniikleus,
histopatoloji

Sayfa Adedi : 86
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ABSTRACT

In this study; the carp (Cyprinus carpio L.) fingerlings were exposed to sublethal
dose of 16 pg/L. (1/10 of 96 h LCsy value) of organophosphorus insecticide
chlorpyrifos-ethyl for 24, 48, 96 hours and 7 days. At the end of the experiment
different frequencies of nucleus abnormalities and micronuclei were determined
in peripheral erythrocytes. Although the differences between control groups
and the groups exposed to chlorpyrifos-ethyl were not found statistically
significant (P>0.05) in terms of nuclear normalities, the differences between the
control group and the groups exposed to chlorpyrifos-ethyl were found
statistically significant in terms of micronucleus test (P<0.05); as a result the
pesticide was determined as genotoxically effective. Cloudy swelling, hydropic
degeneration, hyperemia in hepatopancreas tissues, and hyperemia,
telangiactasis, hyperplasia, branchitis, oedema, chloride cell hyperplasia, fusion
in gill tissues, and hemorrage, hyperemia in kidney tissues, vacuolisation in
bowman capsule, melanization in Kkidney tissues and tubules, swollen
glomerulus, hydrophic degeneration in tubules are the major histopathologic
findings determined in carp fingerlings exposed to chlorpyrifos-ethyl. No
histopathological findings were found in control groups. Longer exposure to
chlorpyrifos-ethyl did not reveal of more histopathological findings, in more

fish, and the severity of the findings.
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In conclusion it is determined that exposure to chlorpyrifos-ethyl even in

sublethal concentration caused genotoxic effects and tissue damages in carp

fingerlings.
Science Code : 903.5.075
Key Words :Chlorpyrifos-ethyl, carp, genotoxicity, micronuclei,
histopathology
Page Number : 86
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1. GIRIS

Pestisitler bitki zararlilar1 olan organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilan sentetik ya da
organik bilesiklerdir. Pestisitler, g¢esitli yollarla su ortamlarma ulastiklarinda
igerisindeki balik ve diger canlilara zarar vermektedirler ve baliklar solungaglari
veya tiikettikleri besinler yoluyla bu toksik maddelere maruz kalmaktadirlar.
Glinlimiizde artarak kullanilan pestisitler birinci derecede hedef olmayan canlilar

lizerine genotoksik etkilere yol agmaktadir [Yilayaz, 2008a, b].

Organik fosforlu bilesikler diinyadaki tiim insektisit satisginin % 34 {ni
olusturmaktadir, sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 40 milyon kilogram
organik fosforlu pestisit tarim arazilerine uygulanmaktadir. Organik fosforlu
insektisitler organik klorlu olanlara kiyasla dogadaki kaliciliklarinin daha az
olmasindan 6tiirli kullanilmaya baglanmistir ancak biyolojik birikim, akut ve kronik
toksisitelerine iliskin endiseler devam etmektedir [Simon et al., 1998]. Bu
bilesiklerin memeli canlilar iizerine yiiksek toksik etki yaptigi, insanlarda cesitli kas
ve sinirsel hastaliklara neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligsmalar pestisitlerin
baliklarin 6zellikle yagl dokularinda birikim yaptigin1 géstermistir. Pestisitlere olan
maruziyet diinyanin énemle lizerinde durdugu ve maruziyeti azaltmak adina gerekli
onlemlerin alindigr bir konudur. Diinya ¢apinda pestisit kaynakli olarak yillik 3
milyon akut zehirlenme ve 220 bin 6liim vakasi oldugu rapor edilmistir. [Marrs,

1993; USDA, 1994; Yasmashita et al., 1997; Ali et al., 2009].

Chlorpyrifos-ethyl {iilkemizde cok yaygin sekilde kullanilan ve dogada kolay
parcalanmayan bir pestisittir. Ulkemizde tarim iiriinlerinde ruhsath bir sekilde
kullanilmaktadir [Ali et al., 2009; Yurtkuran, 2010]. Turgut et al. [2010] tarafindan
yapilan bir ¢aligmada geleneksel yontemlerle kurutulmus iiziim iireten isletmelerden
toplanan 6rneklerde maksimum kalint1 limitinin {izerinde chlorpyrifos-ethyl oldugu
tespit edilmigtir. Tarimda ¢ok kullanilmaktadir ve kullanildigi bitkiler arasinda

meyveler, sebzeler, findik, zeytin, pamuk, aycicegi ve hububatlar sayilabilir.



Avrupa’da yillik 50 000 kg’in iizerinde chlorpyrifos kullanildig1 belirtilirken,
Amerika’da bu deger 5 milyon kg’in {izerinde olarak rapor edilmistir [Simon et al.,
1998]. Chlorpyrifos-ethyl’in insan saglig1 lizerine olan olumsuz etkileri ise; hepatik
bozukluklar, = immunolojik  anormallikler, = embriyotoksisite,  genotoksisite,
teratojenite, nérokimyasal ve norodavranigsal degisiklikler olup, iireme ve gelisim
lizerine de olumsuz etkileri mevcuttur [Ali et al., 2009]. Akut toksisite agisindan
USEPA tarafindan orta derecede toksik maddelerin yer aldigi Class II’de

siiflandirilmgtir.

Mevcut durumda 1000 taneden fazla kimyasal pestisit olarak siniflandirilmis olup,
farkli modeller kullanarak yapilan g¢aligmalar bunlarin bir kismiin genotoksik
ozellikleri oldugunu gostermistir [Zljezic and Garaj-Vrhovac, 2002]. Bu nedenle son
zamanlarda habitat tahribat1 ve insan yapimi kimyasallarin kullaniminin artmasi ile
yeni bir anlam kazanmistir. DNA igerisinde kimyasal olarak kodlanan genetik bilgi,
replike edildikten sonra miimkiin oldugunca aslina uygun bir bigimde diger nesillere
aktarilmak zorundadir. Bu esnada gerek normal biyolojik siiregler sonucu gerekse
DNA’nin dogrudan ya da dolayli olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlerle
etkilesimi sonucu cesitli bozulmalar meydana gelebilmektedir. Kalitim materyali
olan DNA iizerinde bu sekilde hasarlara yol acan etmenleri tanimlamak icin
genotoksik  terimi  kullanilmaktadir.  Genotoksik maddeler DNA  hasari
olusturdugunda bu durum ¢ sekilde sonuglanabilir. Bunlar onarim, hiicre 6limii ve
mutasyon seklinde olabilir. Mutasyon somatik hiicrelerde gerceklestiginde canli
organizmada kanser goriilebilecekken, mutasyon germinal hiicrelerde olusursa,
durum kalitimsal bozukluk ve bunu takiben iiretkenlik kaybi ile de sonlanabilir

[Cavas, 2010].

Gilinlimiizde ¢evre saghiginin degerlendirilmesinde kirleticilerin toksik etkilerinin bir
gostergesi olan biyoindikatorler ile yapilan calismalar biliylik 6nem kazanmustir.
Ozellikle biyokimyasal diizeyde meydana gelen degisimler, cevresel degisimlere
karst organizmanin “erken wuyar1’” yanitini olusturmasi bakimindan Onem
tagimaktadir. Molekiiler veya hiicresel biyoindikatorlerin en 6nemli 6zelliklerinden

birisi populasyon ve ekosistem gibi biyolojik organizasyonun yiiksek diizeylerinde



meydana gelebilecek degisiklikler hakkinda muhtemel tahminler verebilmeleridir.
Dolayisiyla biyoindikatorler, uzun dénemde olusacak biyolojik etkilerin kisa siirede
gozlenen gostergeleri olup, biyolojik sistem ile kimyasal, fiziksel veya biyolojik
olabilecek potansiyel bir tehlike arasindaki interaksiyonu yansitan bir 6l¢iimdiir [Van
der Oost et al., 2003; Okusluk, 2008]. Baliklar ve sucul omurgasizlar, su kaynakli
kirleticileri metabolize etme, konsantre etme ve depolama Ozelliklerinden dolayi
[Osman et al., 2007], kirleticilerin toksik, mutajenik ve karsinojenik potansiyelini
degerlendirmede etkili model sistemleri olarak degerlendirilmektedir [Belpaeme et
al., 1996; Spitsbergen and Kent, 2003; Braunbeck et al., 2005; Kumar et al., 2010].
DNA’y1 etkileyerek genotoksik etki yaratan ksenobiyotiklere maruz kalinmasina
bagli olarak ortaya ¢ikabilecek etkilerin  belirlenmesinde  yararlanilan
biyoindiaktorlerde bulunmaktadir. Son yillarda, genotoksisitenin duyarli bir
indikatorii olarak mikroniikleus testine 6zel ilgi gosterilmektedir [Okusluk, 2008].
Genotoksisite testlerinin ve histopatolojik bulgularin baliklarin dolayisiyla ¢evrenin
maruz kaldig1 potansiyel tehlikelerin belirlenmesinde iyi birer biyoindikatér olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir [Van der Oost et al., 2003].

Genotoksik maddeler dogrudan ya da dolayli olarak DNA iizerinde hasarlar meydana
getirebildikleri gibi hiicre icerisinde siiregelen onarim mekanizmalarinda
bozukluklara neden olarak, kendiliginden olan DNA hasarlarmin frekansini
yiikseltebilirler. Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan
dolayi, elde edilen sonuglar aym1 zamanda insan saghigi ile ilgili olarak ortaya
cikabilecek problemlerin tahmininde de kullanilmaktadir. Bu nedenle bir tiirde DNA
hasar1 olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer etkiler

gosterebilecegini sOylemek miimkiindiir [Cavas, 2010].

Baliklar ¢evresel kontaminasyonun belirlenmesinde indikator organizmalardir. Farkli
toksik maddelerin baliklar iizerine olan genotoksik etkilerinin mikroniikleus ve
komet testleri ile arastirilmasina iligskin ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [Bolognesi and
Degan, 2001; Bombalil et al., 2001; Cavas and Ergene-Goziikara, 2003a, b; Cavas
and Ergene-Goziikara, 2005a; Cavas and Ergene-Goziikara, 2005b; Ergene et al.,
2007a, b; Cavas, 2008; Cavas and Konen, 2008; Okusluk, 2008; Siu et al., 2008].



Sucul tiirlerde DNA hasarmin 6l¢lilmesinin bir¢ok nedenleri vardir. En onemlisi
cevrede genotoksik maddelerin etkisi ve maruziyet seviyesi hakkinda bilgi verir.
DNA’daki hasar direkt olarak karsinojenezis ile iliskilendirilmektedir ki bu siire¢
sonug olarak kontrolsiiz hiicre biiylimesine sebebiyet veren ¢oklu genetik degisimleri
icermektedir. Bu durum balik tiirlerinde, ksenobiyotik maddelerle tetiklenmis
timorlerde ras geninde karakteristik mutasyonlart bulma yoluyla belirtilir.
Genotoksik kimyasallar, yliksek reaktivitelerine bagli olarak germ line hiicrelerinde
mutasyonlara sebep olur ve teratojenik etkiler gosterir. Organizmalar i¢in, lireme
lizerine olan olumsuz etkileri populasyon seviyesinde karsinojenik etkilerden daha
biiylik etkiler yapmaktadir. DNA hasarinin potansiyel 6nemi kanserden farkli olarak

geri doniisiimsiiz toksisiteye dahil olmasidir [Mitchelmore and Chipman, 1998].

Chlorpyrifos-ethyl’in baliklar iizerine olan toksik etkilerine iliskin yapilmis
calismalar mevcuttur [Ali et al., 2008; Kavitha and Rao, 2008; Yilayaz, 2008a, b; Ali
et al., 2009; Ghedira et al., 2009; Orug, 2010]. Chlorpyrifos baliklar tarafindan
metabolize edilmektedir ve asetilkolinesterazin (AChE) inhibitdrii olmayan
baskalagmis bir formda bosaltim sistemi yolu ile viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Bitkiler yolu ile alim baliklardan daha hizlidir [Simon et al., 1998]. Ancak yapilan
literatlir taramasit sonucunda diinyada tathi sularda en yaygin tiir olan sazan
baliklarinda chlorpyrifos-ethyl’in genotoksik ve histopatolojik etkilerinin incelendigi

bir ¢aligmaya rastlanilmamis olup gergeklestirilen bu arastirma ilk ¢aligmadir.

Bu calismada, chlorpyrifos-ethyl’in belirlenmis subletal dozda, sazan baliklari
tizerine olan toksik etkileri genotoksik ve histopatolojik veriler kullanilarak
degerlendirilmistir. Genotoksik etkiler mikroniikleus testiyle, histopatolojik etkiler
ise toksik maddelerin hedef organlari olan solungag, bdbrek ve hepatopankreas
dokularinda incelenmistir. Calismada chlorpyrifos-ethyl i¢in Spague [1971]’in
bildirdigi iizere 96 saatlik LCsy degerinin [Halappa and David, 2009] 1/10 degeri
subletal doz olarak belirlenmistir. Yar1 statik yontem kullanilmis ve deney ortami 48
saatte bir yenilenmistir. Bir hafta boyunca siirdiiriilen deneyde 24, 48, 96 ve 168.
saatlerde mikroniikleus i¢in kan ve histopatoloji i¢in doku 6rnekleri alinarak gerekli

analizler yapilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar ile diinyada tatli su baliklari



arasinda en yaygin olarak bulunan ve OECD tarafindan toksisite caligmalarinda
standart tiir olarak belirlenen sazan baliklarinda bu maddenin hiicresel boyutta
genotoksik ve histolojik etkisi belirlenerek, uluslararasi literatiire katki saglanmis

olup, bu konuda ileride yapilacak ¢aligmalara da 151k tutmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Chlorpyrifos-ethyl

Chlorpyrifos, phosphorothioate esteri olarak ilk defa Dow kimyasal sirketi tarafindan
tanitilmig ve patent almustir. 3,5,6-trichloropyridin-2-ol (TCP) ile o,0-diethyl
phosphorochlorodithioate’in reaksiyonu ile iretilmistir [Simon et al., 1998].
Chlorpyrifos-ethyl’in kimyasal formiilii CoH;;CIsNO3PS olup, kimyasal ismi o,0-
diethyl,0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl-phosphorothioate’dir [Anonymous 1].
Chlorpyrifos-ethyl’e iliskin kimyasal yapr Sekil 2.1.°de, fiziksel ve kimyasal

ozellikleri ise Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Hafif mercaptan kokulu, renksiz, kristal bir yap1 gosterir. Piyasada % 2’lik ve %
25’1ik formlar1 bulunur. Korban 2 Dust, Pyrinex 2 Dust, Priban 2 Toz, Terpan 2 Toz,
Korban 25 Dust vb. ticari isimlerle piyasada bulunmaktadir [Eaton et al., 2008].
USEPA [2001]’a gore chlorpyrifos’u aktif bilesen olarak ihtiva eden 400°iin iizerinde
formiilasyon mevcuttur. Sivrisineklerin kontrolii amagh 0,028-0,056 kg/yiizey alani
ha seklinde Onerilen oranlarda aplikasyonlari sucul biitiin canlilar iizerinde mortalite,
biyoakiimiilasyon ve sagliga zararli subletal etkiler meydana getirmistir.
Chlorpyrifos’un abiyotik ortamlarda par¢calanma orani degismektedir. Deniz suyunda
1 hafta (% 50 parcalanma), toprakta 24 hafta (kuruluk, diisiik sicakliklar, azaltilmis
mikrobiyal aktivite, diisiik organik igerik kosullarinda), sedimentte 3,4 hafta, distile
suda 7,6 hafta olarak tanimlanmistir. Biyolojik 6rneklerde par¢alanma zamani daha

kisadir ve genellikle baliklarda 9 saatten daha azdir [Odenkirchen et al., 1988].

Buhar basincinin yiiksek olmasindan 6tiirii (25°C’de 1,9 x 10° mm Hg) chlorpyrifos-
ethyl atmosfere ¢ok kolay buharlasmaktadir. Suda ¢oziiniirliigiiniin c¢ok diisiik
olmasindan otiirii topraktaki partikiillere, bitkilere ¢ok hizli bir sekilde tutunur ve
belli bir kism1 da ¢evredeki su ortamina girer. Chlorpyrifos su ortamina girdiginde
suyun ylizeyinden buharlasabildigi gibi, sudan hizli bir sekilde ayrisir ve sediment
partikiillerine tutunur. Kumlu toprak ve sediment partikiillerinden ziyade organik

karakterli sediment ylizeylerine tutunur. Chlorpyrifos-ethyl’in  hidrofobik
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ozelliginden &tiirli ¢evresel matrikslerdeki organik fraksiyonlara yiiksek derecede
ayrisma gostermesi chlorpyrifos’un biyokonsantrasyonunu sinirlamaktadir [Simon et
al., 1998; Eaton et al., 2008; Becker et al., 2009]. Chlorpyrifos ¢evrede bircok yolla
parcalanmaktadir. Chlorpyrifos ve metabolitleri 1s18a karsi hassastir ve yarilanma
omrii yaklagik 3 giindiir ancak atmosferde hidroksil radikallerinin mevcudiyetinde
yartlanma Omrii 6 saate kadar diismektedir. Chlorpyrifos’un parcalanmasi su
ortamina girdikten sonra, abiyotik hidroliz veya 1s18a kars1 daha duyarli hale gelmis
oksidasyon ile iliskilendirilmektedir. Toprakta 1s1k yolu ile parcalanma klorun
uzaklastirilmasinda ve chlorpyrifos’un oksidasyonunda rol oynar, ancak giines
151811n az oldugu, chlorpyrifos’un hizli parcalanmasina etki eden su ve/veya toprak
mikroorganizmalarinin eksikliginde chlorpyrifos aylarca kaliciligini devam ettirir.
Chlorpyrifos’un parcalanmasi ile olusan metaboliti chlorpyrifos-oxon ¢ok daha
toksiktir [Eaton et al., 2008]. Chlorpyrifos-ethyl’in oksidasyonu CYP enzimine
dayali olup, siilfiiriin ve aril halkasinin uzaklastirilmasi ile gergeklesmektedir

[Hodgson, 2010].

Chlorpyrifos-ethyl’in tatlisu ve deniz baliklar1 i¢in akut LCsy degerleri 2-250 pg/L
araliginda tanimlanmistir, fakat genellikle 100 pg/L olarak belirtilmistir [NRA,
2000]. Chlorpyrifos genis olgiide aktif bir insektisittir, agi1z yoluyla alim ve temasla
etkili olup, deri, mide ve akciger membranlar ile absorbe edilir. Sistemik etkili
degildir ve insektisidal konsantrasyonlar fitotoksik degildir [Simon et al., 1998].
Mide ve solunum sistemine etkilidir [Anonim 1]. Chlorpyrifos-ethyl’e su ortaminda
kronik maruziyet beyindeki asetilkolinesteraz seviyesini inhibe etmektedir ve kronik
maruziyet ile tetiklenen bu baskilama seviyesi de ¢evrenin tarimda kullanilan
kimyasallarla kirlenmesinin tahmininde biyoindikator olarak kullanilabilir [Dembele
et al.,, 2000]. Chlorpyrifos-ethyl’in asil hedefi asetilkolinesteraz enziminin
inhibisyonudur [Rose et al., 1999; Rendon-von Osten et al., 2005; Halappa and
David, 2009; Xing et al., 2010]. Bunun sonucu olarak merkezi sinir sistemi, kaslar ve
bezler siirekli olarak uyarilirlar. Asetilkolinesteraz, sinaptik fissiirdeki (araliktaki)
asetilkolini inaktive eden enzimdir. Bir alkaloid olan asetilkolin tanimlanan ilk
norotransmitterdir. Merkezi sinir sisteminde yer alan bir kimyasal transmitter (iletici)

olmasimmin yani sira bircok organizmanin (insanlar dahil) parasempatik sinir



sisteminde yer alir. Formiili CH;COOCH,CH,;N+(CH3); olan asetilkolin, asetik asit
ile kolin'in esteridir. Asetilkolin, bugiin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin teshis
ve tedavisinde kullanilmaktadir. Asetilkolin ¢izgili kas (iskelet kasi) liflerindeki
asetilkolin reseptorlerine (alicilarina) baglanarak, lifin kasilmasina neden olur.
Asetilkolinin 6grenme ve hafiza ile de derin bir iligkisi bulunur [Ali et al., 2009;
Anonymous 2]. Chlorpyrifos-ethyl’in norotoksik etkileri vardir, endokrin sistem
tizerine yikici etkileri mevcuttur ve yapilan bazi caligmalar astim hastaligini
tetikleyici oldugunu gostermistir. Ayrica yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda anne
karninda chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan ¢ocuklarda diisiik dogum agirliklari, daha
diisiik kafa capr goriildiigli ve 3 yas donemi ¢ocuklarinda ise, mental ve motor
gelisimde gecikmeye iliskin daha fazla risk oldugu belirtilmistir [Anonymous 2].
Chlorpyrifos-ethyl ile gergeklestirilen calismalarda farelerde fetus (1 mg/kg) ve
ratlarda (15 mg/kg) ise iireme lizerine toksik etkiler yarattigi belirtilmistir [Iyer,
2001]. Chlorpyrifos-ethyl’e iligkin 96 saatlik LCsy degeri (0,160 mg/L) chlorpyrifos-
methyl i¢in belirlenmis olan 96 saatlik LCsy degerinden (1,57 mg/L) 1/10 oraninda
daha diisiiktiir ki, bu durumda bu maddenin ¢ok daha toksik olduguna iliskin bilgi
vermektedir [Giil, 2005; Halappa and David, 2009].

Chlorpyrifos
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Sekil 2.1. Chlorpyrifos-ethyl’in kimyasal yapisi (CoH;;ClIsNOsPS) [Anonymous 2].
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Cizelge 2.1. Chlorpyrifos-ethyl’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [Anonymous 3;
Eaton et al., 2008]

IUPAC ismi 0,0-diethyl 0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate
CAS no 2921-88-2

Molekiil formiili C9H11C13N03PS

Molar kiitle 350,59 g/mol

GOriinlim Renksiz kristal

Yogunluk 1,398 g/cm’ (43,5 °C)

Erime noktasi 41-42°C

Kaynama noktast | ~160°C’de dekompoze olur

Suda ¢oziiniirlik | 2 mg/L (25 °C)

0,7 mg/L (20 °C)
Organik ¢oziiciide | % 79 isooktan
¢cOziinlrligi % 43 metanol

Digerlerinde ¢ok kolay ¢oziintir
Partisyon Log Kow 4,96 (oktanol/su)
katsayisi
Buhar basinci 1,87x10” mm Hg

2.2 Chlorpyrifos-ethyl ile Yapilan Caliymalar

De Silva and Samayawardhena [2002]; 14 giin boyunca ii¢ farkli konsantrasyonda
chlorpyrifos-ethyl’e (0,5, 1 ve 2 pg/L) maruz kalan guppy baliklarinda goriilen
davranig degisikliklerini ve histolojik etkileri incelemisglerdir. Calismanin sonunda
chlorpyrifos-ethyl’in  diisiik  konsantrasyonlarda  dahi  baliklarin  yiizme
davraniglarinda degisikliklere sebep oldugu, paraliz gerceklestigi, biitiin maruziyet
gruplarinda anomaliler goézlemlenirken Ozellikle en yiliksek doza maruz kalan
baliklarda daha fazla oranda gozlemlendigi belirtilmistir. Eksternal anomaliler kaudal
pedinkiil ve operkulum alaninda hemoraji, ventral bolgede sisme, yiizgeclerde hasar
ve hemoraji olarak belirtilmistir. Solunga¢ dokularinda bircok patolojik degisiklik
tespit edilmis olup, bunlar sekonder lamellalarin yok olmasi, kisalmasi, mukoz
salgisinin artmasi, lamellalarda fiizyon, solunga¢ lamellalarinin diizensiz goriiniisii,
solunga¢ dokusunda artan vakuolizasyon olarak bulunmustur. Barsak dokusunda
tespit edilen bulgular ise doz artisina bagli olarak epitelyum dokuda harabiyet, barsak
villiislerinin zarar gérmesi ve salgisinin artmasi, intestinal liimenin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda kiigiilmesi ve intestinal epitelde hemoraji gozlemlenmesi olarak

belirtilmistir.
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Rao et al. [2003]; chlorpyrifos-ethyl’in tilapya baliklarina toksisitesini inceledikleri
caligmalarinda 96 saatlik LCsy degerini 26 pg/L olarak bulmuslardir. Subletal
konsantrasyon olarak 10,4 pg/L degeri secilmis ve davranigsal, morfolojiksel
degisiklikler ile beyin ve solungaglardaki asetilkolinesteraz aktiviteleri incelenmistir.
Asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu beyinde daha fazla olarak bulunmustur.
Ayrica solungaglarda da sekonder lamellalarda biiyiik sub-epiteliyal bosluklarin
olusumu, terminal uglardaki lamellalarda sislikler, lamellalarin tabaninda lezyonlar
ve yikimlanmalar, solungag filamentlerinde kalin mukus tabakasi ile kapli sekonder
lamellalarda yaygin flizyon gozlenmistir. Solunga¢ dikenlerinin sekilleri ciddi bir
sekilde etkilenmis, daha incelmis ve uzamistir. Solungac dikenlerinin ve kemerinin

temel yapist da zarar gormiistiir.

Okechukwu et al. [2007]; chlorpyrifos-ethyl’in 96 saat boyunca uygulanan akut
nominal dozlarinin (0,64, 0,80, 0,96, 1,12 ve 1,28 mg/L) Afrika yayimn baliklarinin
(Clarias gariepinus) bazi hematolojik parametreleri {izerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda 96 saatlik maruziyetin baligin kaninda
hematokrit ve hemoglobin konsantrasyonlarin1 inhibe ettigi bulunmustur. Kirmizi
kan hiicrelerinde en yiiksek dozda ciddi bir azalma gdzlemlenirken, beyaz kan
hiicrelerinin sayisinda ise doza bagl olarak bir artiy gdzlemlenmistir. Ortalama
korpiiskiiler hemoglobin’in inhibe olmasi, ortalama korpiiskiiler hemoglobin
konsantrasyonunun artmasi istatistiki olarak 6nemli bulunmaz iken (P>0,05),

ortalama korpiiskiiler hacim’in inhibe olmas1 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Ali et al. [2008]; akut doz ve subletal konsantrasyonlarda chlorpyrifos-ethyl’e maruz
kalan Channa punctatus baliklarinda mikroniikleus testi kullanarak genotoksik
degerlendirme yapmuslardir. 96 saatlik LCso degeri 811,98 ug/L olarak belirlenmistir.
Denemede uygulanan diger dozlar ise 203, 406 ve 609 pg/L olarak tespit edilmis ve
baliklar subletal konsantrasyonlara 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca maruz
birakilmiglardir. Biitin muamele gruplarinda tespit edilen mikroniikleus frekanslar
konrol gruplarindan farkli bulunmus olup, pestisitte doza bagh bir etki
gbzlemlenmistir. 24, 48 ve 72 saatlik (96 saat haric) uygulamalarda en diisiik doz ile

en yiikksek dozda elde edilen mikroniikleus frekansi arasinda 10 kat fark elde
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edilmistir. Benzer sekilde maruziyet siiresi arttikca gozlemlenen mikroniikleus
frekansinin arttig1 belirtilmis olup, bu durumun 96 saatlik uygulama igin gecerli

olmadig belirtilmistir.

Kavitha and Rao [2008]; sivrisinek baligi (Gambusia affinis) ile yaptiklar1 ¢alismada
chlorpyrifos’un antioksidan enzimleri ve hedef enzim asetilkolinesteraz
interaksiyonu lizerine olan toksik etkilerini incelemislerdir. 96 saatlik LCsy degeri
olan 297 pg/L’e maruziyetten sonra, antioksidan enzimleri olan siiperoksidaz
dismutaz, katalaz, glutatiyon rediiktaz aktiviteleri ve beyinde asetilkolinesteraz
inhibe olmustur. Bununla beraber lipid peroksidasyonunun indiiksiyonu gézlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar asetilkolinesterazin pestisitler ile kontamine olmus sucul

ortamlarda biyoindikatdr olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Yilayaz [2008a]; chlorpyrifos-ethyl’in Capoeta trutta iizerindeki genotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in eritrosit mikroniikleus testi kullanmiglardir. Calismada 96 saat siire
ile 125, 150, 175, 200 ve 225 ppm’lik dozlarda chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakilan
24 adet bireyin eritrositlerinde mikroniikleus olusum frekanslar1 hesaplanmstir.
Sonug olarak en yiliksek mikroniikleus frekanst % 2,19 ile 225 ppm’lik doza maruz
birakilan bireylerde tespit edilmis ve doz artisina bagli olarak mikroniikleuslu

eritrosit sayisinda artma oldugu gézlenmistir.

Yilayaz [2008b]; chlorpyrifos-ethyl’in Barbus rajanorum mystaseus {iizerindeki
genotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in eritrosit mikroniikleus testi kullanmislardir.
Calismada 96 saat siire ile 125, 150, 175, 200 ve 225 ppm’lik dozlarda chlorpyrifos-
ethyl’e maruz birakilan 24 adet bireyin eritrositlerinde mikroniikleus olusum
frekanslar1 hesaplanmistir. Sonug olarak en yiiksek mikroniikleus frekansi % 2,47 ile
225 ppm’lik doza maruz birakilan bireylerde tespit edilmis ve doz artisina bagh

olarak mikroniikleuslu eritrosit sayisinda artma oldugu gézlenmistir.

Ali et al. [2009]; chlorpyrifos’un Channa punctatus baliklar1 iizerine genotoksik
etkilerini mikroniikleus testi ile incelemislerdir. Mikroniikleus indiiksiyonu 14.

giinde ve 203,0 pg/L (subletal konsantrasyon) degerinde en yiiksek olarak
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bulunmustur. Chlorpyrifos’un nonletal seviyede dahi (68,0 ug/L) baliklar iizerine

mutajenik ve genotoksik etki gosterdigi belirtilmistir.

Ghedira et al. [2009]; chlorpyrifos-ethyl’in akut dozunun Akdeniz yengeci Carcinus
maenas’in karaciger ve solungaglarinda asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
lizerine olan etkilerini incelemiglerdir. 2 giinliik maruziyetten sonra asetilkolinesteraz
aktivitesi her iki organda da 3,12 ve 7,82 pg/L konsantrasyonlarinda inhibe olurken,

biitirilkolinesteraz yalnizca 7,82 pg/L konsantrasyonunda inhibe olmustur.

Halappa and David [2009]; tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, 0,0224 mg/L ve
0,0112 mg/L konsantrasyonda chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan baliklarinin
tire Ozgii davraniglarinda bozukluklar goriilmistiir. Baliklarda huzursuzluk,
akvaryum tabaninda toplanma, yiizmede ve dengede bozukluklar, koordinasyon
kaybi, kontrol grubunun kapladig: alanin iki katin1 kaplama, daha sonra akvaryumun
koselerine ¢ekilme, suda asili kalma gibi davranis degisiklikleri goriilmiis olup, bu

davranis degisiklikleri asetilkolinesteraz akvitesinin inhibisyonuna baglanmistir.

Woke and Aleleye-Wokoma [2009]; tarafindan gergeklestirilen galismada Clarias
gariepinus baliklar1 0,5, 1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L konsantrasyonlarinda chlorpyrifos-
ethyl’e maruz brrakilmiglardir. Baliklarda davranis  bozukluklari, yiizme
bozukluklari, yiizmede koordinasyon bozuklugu, denge kaybi, solunum stresine bagl
olarak hava yutma hareketinde artis, kaudal pedinkiilde (kuyruk bdlgesinde) pembe

renkli renklenme, operkulumda hemoraji ve hasar tespit edilmistir.

Xuereb et al. [2009]; yaptiklar1 g¢alismada Gammarus fossarum (crustacea
amfipod)’u 24, 48 ve 96 saat boyunca 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/L
konsantrasyonlarinda chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakmislardir. Asetilkolinesteraz
aktivitesinin en yiiksek oranda inhibisyonu 96 saatlik maruziyette ve en yiiksek
dozda rapor edilmistir. G.fossarum’un yasama orani izerine yikict etkiler
asetilkolinesteraz inhibisyon seviyelerinin % 50’den yiiksek oldugu durumda
goriilmiistiir. Ancak goriilen O0liim seviyelerinin her zaman ig¢in asetilkolinesteraz

inhibisyonunun yiiksekligi ile iliskilendirilemeyecegi de Varo et al. [2002], Cooper
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and Bidwell [2006] ve Gagnaire et al. [2008] tarafindan yapilan calismalarda
belirtilmistir.

Orug [2010]; Oreochromis niloticus baliklarin1 15 ve 30 giin boyunca subletal
konsantrasyonlarda (5, 10 ve 15 ppb) chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakmislardir.
Deneme sonunda oksidatif stres, steroid hormon konsantrasyonlar1 ve
asetilkolinesteraz  aktivitesi incelenmistir. Diisiik  konsantrasyonlarda dahi
asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibe oldugu ve oksidatif stresin tetiklendigi
belirtilmistir. Baliklarin gonad dokularindaki lipid peroksidasyonuna karsin
antioksidant enzimlerin koruyucu fonksiyonu tespit edilmistir. Buna ilave olarak
chlorpyrifos muamelelerinin maruz kalan baliklardaki lipid peroksidayon prosesini
stimiile etmedigi bulunmustur. Chlorpyrifos serum 0Ostrojen ve testosteron
seviyelerini diiglirmiis, steroid hormon sentezini bozmustur ve bu bulguda
chlorpyrifos’un endokrin bozucu olarak davrandiginin bir gostergesi olarak

tanimlanmastir.

Xing et al. [2010]; tarafindan yapilan calismada chlorpyrifos-ethyl’in ii¢ farkl
dozunun (1,16, 11,6 ve 116 pg/L) sazan baliklarinin beyin ve kas dokularindaki
asetilkolinesteraz seviyeleri lizerindeki etkileri incelenmistir. 40 giin siiren deneme
sonucunda artan pestisit konsantrasyonuna bagli olarak her iki dokuda da
asetilkolinesteraz aktivitesinin diistiigli, ve biitliin maruziyet gruplarinda her iki
dokudaki enzimatik aktivitenin kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak &nemli
derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. Beyindeki asetilkolinesteraz inhibisyonunun,
kas dokusuna kiyasla daha yiiksek oldugu dolayisiyla daha erken tespit edilebilen bir

biyoindikator olabilecegi bulunmustur.

2.3. Genotoksisite

Genotoksisite testleri farklt mekanizmalar yolu ile indirekt olarak veya direkt yolla
genetik hasari tetikleyen maddelerin tespiti i¢in dizayn edilmis in vivo ve in vitro
testler olarak tanimlanir. Bu testler DNA’daki hasara ve onun fiksasyonuna baglh

olarak hasarin tanimlanmasia olanak saglamaktadir. Gen mutasyonlari, biiyiik
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Olcekli kromozomal hasarlar, rekombinasyon ve c¢ok sayidaki kromozom
degisiklikleri seklinde olup, hasarin DNA’ya fiksasyonu genel olarak kalitimsal
etkiler ve genetik degisimlerin yalnizca bir kisim rol oynadigi, malign hiicrelerin ¢ok
basamakl1 olugsum siireci i¢in gerekli olarak diisiiniiliir. Bu tarz hasarlar1 ortaya koyan
testlere pozitif yanit veren bilesikler insanlar iizerine karsinojen ve/veya mutajen etki
yapma potansiyeline sahiptir ve kanser ve/veya kalitimsal hasarlar tetikleyebilir.
Ciinkii belli bir kimyasala olan maruziyet ve karsinojenezis arasindaki iliski ortaya
konulabilmesine karsin kalitimsal hastaliklar icin benzer bir iliskiyi ispatlamak
zordur, genotoksisite testleri asil olarak karsinojenitenin tahmini ig¢in
kullanilmaktadir [European Medicines Agency, 2006].

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel 6zellikler sunlardir:

* Uygulama agisindan basit olmast

* Genetik hasarlar1 belirlemede giivenilir olmasi

* Hizl1 sonug vermesi

* Ekonomik ac¢idan ucuz olmasi

* Analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasi

Giliniimiizde bu 6zellikleri tasiyan, bir¢ok doku ve organizma iizerinde in vivo ve in
vitro olarak en yaygin olarak kullanilan test metodlarinin basinda mikrontikleus testi
gelmektedir [Cavas, 2010]. Sucul organizmalardaki genotoksisite biyoindikatorleri
karsinojenik deniz kirleticilerininin indikatorleri olarak kullanilabilir [Bolognesi and

Degan, 2001].

2.4. Mikroniikleus Testi

Mikrontikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. Andploidiyi uyaran anojenler, sentromer bdliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise
kromozom kiriklart olusturarak mikroniikleus olusumuna katkida bulunmaktadirlar.
Mikrontikleus sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak

degerlendirilmektedir. Bu amagla yiiriitiillen analizler, Mikroniikleus Testi olarak
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adlandirilirlar. Mikroniikleus testi OECD Kimyasal Test Rehberinde yer almaktadir
[Cavas, 2010]. Cesitli yollarla ortaya g¢ikan genotoksik etkiler sonucunda hiicre
boliinmesinin metafaz evresinde gozlenebilen kromozomlardaki kirik parcalar ya da
tam ig ipligine baglanamayan tam kromozomlar, anafaz evresinde kutuplara
cekilemezler. Bu nedenle ortada kalan tam kromozom ve kromozom pargalar1 hiicre
boliinmesinin son safhalarinda yani telofaz evresinde ana niikleus igerisine dahil
olamazlar. Iste bu yapilar hiicre boliinmesi sonunda ana niikleusu olusturacak diger
kromozomlar ile tekrar kromatin hale doniistiiklerinde, sitokinez yani sitoplazma
boliinmesi ile birlikte olusan kardes hiicrelerden birinde ana niikleus yaninda ikinci

bir kii¢iik niikleus (mikroniikleus) halinde kendilerini gosterirler [Cavas, 2010].

Mikroniikleus testinin bir¢ok hiicre tipine uygulanabilir olmasi, hizli, ucuz ve basit
bir test sistemi olmasi, otomasyon potansiyelinin olmasi, istatistik olarak giiglii
sonuclar vermesi, klastojen ve anojen maddelerin ayirimina olanak tanimasi, apoptoz
ve nekrozun da goriilmesine olanak saglamasi, hiicre proliferasyon oraninin
belirlenmesine olanak saglamasi (% biniikleuslu hiicre oran1) gibi bir¢ok avantajinin
olmasma karsin, tim yapisal kromozom aberasyonlarinin belirlenememesi,
mikroniikleus ifadesi i¢in hiicrenin bir boliinme gecirmesi gerektigi, sitokalasin-B ile
test edilen kimyasal arasindaki etkilesimler de bu test metodunun dezavantajlari
arasinda sayilabilir [Cavas, 2010]. Mikroniikleuslar1 tanimlamak i¢in temel alinmasi
gereken 5 tane kriter vardir. Bunlar:

* Mikroniikleus ana niikleus ile ayn1 mikroskobik refle’yi vermelidir.

* Mikroniikleus ana niikleusun 1/3’linden daha kiic¢iik olmalidir.

* Mikroniikleus ana niikleustan belirgin bicimde ayrilmis olmalidir.

* Mikroniikleus ana niikleus ile ayni renk, doku ve fokus planina sahip olmalidir.

* Mikroniikleus mutlaka saglam, ve sitoplazmasi korunmus olan hiicrelerde analiz

edilmelidir [Cavas, 2010].

Interfaz hiicrelerinde mikroniikleus sayimi teknik agidan metafaz analizlerine oranla
cok daha kolay ve hizli bir yontemdir. Kardes kromatid degisimi (SCE) ve
kromozomal aberasyonlar (CA) gibi metafaz tekniklerinin baliklarda uygulanmasi

pratik acidan ¢ok kullaniglt degildir. Bunun sebebi baliklarin memelilere gore ¢ok
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daha kii¢iik ve fazla sayida kromozoma sahip olmalar1 ve balik karyotipinin daha
diizensiz bir yap1 icermesidir [Cavas, 2010]. Genotoksisite testi uygulanacak olan
baligin yayilim alaninin genis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle sitogenetik
metodlar arasinda kolay ve ucuz olmasmin yaninda, 6zellikle c¢evre kirliliginde
indikatdr organizmalar olarak goérev yapan baliklar iizerine kullanilabilirliginin
uygun olmasi nedeni ile mikroniikleus testi son yillarda giderek artan oranda
kullanilan bir test metodu haline gelmistir. Balik eritrositleri ¢cekirdekli olduklarindan
dolay1, bu hiicrelerin mikroniikleus testinde kullanimi1 son derece kolaydir. Gerek in-
situ gerekse laboratuar kosullarinda yapilan calismalarda genotoksik maddelere
maruz kalan baliklarda mikroniikleus frekanslarinin anlamli diizeyde arttig1
gosterilmistir [Cavas and Konen, 2008]. Baliklarda genotoksisite testlerinde
dolayistyla mikroniikleus testlerinde temel olarak 1 negatif kontrol, 1 pozitif kontrol
(genotoksik bir madde) ve test edilmesi istenen maddenin 3 farkli uygulama dozu ve
3 farkli siireden olusan bir deney seti kurulmalidir. Genel olarak her doz/siire grubu
icin minimum olarak 5 balik kullanilmalidir. Mikroniikleus analizleri ¢ogunlukla
periferal eritrositlerde gerceklestirilir ve uygulama siiresi sonunda kan ornekleri
belirlenmis olan yontemler ile alinir. Her bir baliktan alinan kan 6rnekleri, her 6rnek
i¢in onceden hazirlanmis olan en az 2 temiz lama ince bir tabaka olusturacak sekilde
yayilirlar. Hazirlanan preparatlar havada kurutulduktan sonra % 95’lik etanolde 20
dakika siiresince fiske edilirler. Fiske edilen preparatlar tekrar havada kurutulduktan
sonra % 5’lik Giemsa soliisyonunda 20 dakika siiresince boyanirlar. Boyama
isleminden sonra preparatlar saf sudan gecirilerek fazla boyanin atilmasi saglanir.
Daha sonra preparatlar mikroskop altinda degerlendirmeye alinirlar. Her preparattan
minimum 1000 hiicre sayilarak mikroniikleus tasiyan hiicrelerin frekanslar1 belirlenir
ve elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirmeye alinirlar. Ayrica ¢ok
cekirdekli, apoptik ve nekrotik hiicreler mikroniikleus testinde sayilmamalidir
[Cavas, 2010]. Mikroniikleus testi baliklarda eritrositlere, lenfositlere, solungag
epiteline ve kuyruk yiizgeci epiteline uygulanabilir [Cavas, 2010; Garcia-Medina et
al., 2011].

Mikroniikleus testi, sucul ¢evrelerde hiicresel boyutta mikroniikleus frekansini

tetikleyici olarak tanimlanmis birgok farkli tipte kirleticiden kaynaklanan
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genotoksisiteyi belirlemek {izere basarili bir sekilde uygulanmaktadir [Carrasco et al.,
1990; Lee and Steinert, 2003; De Andrade et al., 2004; Buschini et al., 2004; Ali et
al., 2008; Ferreira et al., 2008; Frenzilli et al., 2009; Rybakovas et al., 2009; Nwani
etal., 2010].

Farkli balik tiirleri farklt mikroniikleus frekanslar1 gdosterebilir, ancak yiiksek
mikroniikleus frekanslar1 daha kirli bolgelerden [Al-Sabti and Metcalfe, 1995;
Minissi et al., 1996; Bombail et al., 2001; Cavas and Ergene-Goziikara, 2005b;
Ergene et al., 2007a, b; Rybakovas et al., 2009; Ferreira et al., 2010] ve farkl tipte
kirleticilere maruziyetten sonra [Cavas and Ergene-Goziikara, 2003a, b; Buschini et
al., 2004; De Andrade et al., 2004; Cavas and Ergene-Gdziikara, 2005a, c; Bolognesi
et al., 2006; Neuparth et al., 2006; Cavas and Kénen, 2007; Cavas and Koénen, 2008,
Cavas, 2008; Siu et al., 2008; Ramsdorf et al., 2009; Nwani et al., 2010] elde

edilmistir.

2.5. Niikleus Anomalileri

Balik periferal kan yaymalarindan hazirlanan preparatlarda normal ve
mikroniikleuslu ¢ekirdek yapisina sahip eritrositler yaninda kendiliginden
bulunabilen ve genotoksik etki sonucunda frekanslar1 arttig1 gdzlenen bazi niikleus
anomalilerine de rastlanabilir. Bu anomaliler; biniikleus, ¢entikli niikleus,
tomurcuklu niikleus ve loblu niikleus olmak iizere baglica dort grup altinda
toplanmiglardir. Bunlar sitokinez hatalarina bagli olarak olusan biniikleus olarak
isimlendirilen durumlar, kromozom kirilmalarina bagli gen amplifikasyonu sonucu
olusabilen tomurcuklu niikleus, kesin olarak mekanizmanin bilinmedigi loblu
niikleus durumu ve ¢entikli niikleus durumu gibi olusumlardir. Bir hiicre igerisinde
¢ift niikkleus bulunma durumu olan biniikleus terimi, hiicre boliinmesi esnasinda ve
basglica sitokinezde meydana gelen sitotoksik etkilerin gdstergesi olarak kabul
edilmektedir. Centikli niikleus, igerisinde kromatin bulunmayacak sekilde g¢entik
benzeri girintilere sahip niikleuslardir. Centikli niikleus olusum mekanizmasi ile ilgili
olarak heniliz ortaya atilmis bir goriis bulunmamaktadir. Bununla birlikte

tomurcuklanma veya lob olusumu ile ilgili baz1 olasi mekanizmalar 6ne siiriilmiistir.
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Amplifiye edilmis DNA’nin hiicre siklusunun S fazinda niikleusun dis c¢evre
kisimlarina dogru itilip, buradan niikleus tomurcuklanmasi ile bir niikleus olusturmak
tizere atildigin1 gostermislerdir. Niikleusun bir sekilde temel niikleus alani ile
uyusmayacak sekilde fazlalik olusturan DNA’y1 tanima yetenegine sahip olabilecegi
ileri siirtilmiistiir. Bu fazlalik DNA tomurcuklanma yolu ile bir niikleus olusturmak
sureti ile niikleustan disar1 atilmaktadir. Sonraki asamada ise bu mikroniikleus bir
mini-hiicre olusturmak {iizere sitoplazmadan uzaklastirilir. Niikleus tomurcuklanmasi
mekanizmas1 hiicre siklusunun S fazinda gergeklesir ve olusan tomurcuklar
mikrontikleus ile ayn1 morfolojik goriiniime sahiptirler. Aradaki tek fark ise olusan
lob ve tomurcuklarin olusum sathalarina bagl olarak ana niikleusa kalinligi ve
biiyiikliigii degisebilen bir niikleoplazmik sapla bagli olmalanidir. Niikleus
tomurcuklanmasi ve olugan mikroniikleusun hiicreden uzaklagtirilmasi igleminin ne

kadar bir stirede gerceklestigi heniiz bilinmemektedir [Cavag, 2010].

2.6. Baliklarda Toksik Maddelerin Dokular Uzerine EtKisi

Baligin yetistiricilik ortaminda optimal kosullarda biiylimesi ve gelismesini saglamak
icin suda kirletici olarak bilinen ve ¢ogunlukla baliklar icin toksik olan maddelerin
maksimum kabul edilebilir diizeylerinin bilinmesi gerekir [Benli, 2006]. Bu ihtiyacin
giderilmesinde en temel yontem kuskusuz kronik toksisite deneyleri yapilarak
sonuglarin deney maddesinin kalintis1 ve balik dokusundaki histopatolojik bulgularin
degerlendirilmesidir. Ciinkii yabanci maddeye karsi organizmanin ilk yaniti hedef
organ ve dokularda molekiiler ve hiicresel diizeylerde meydana gelmektedir [Lloyd,
1992]. Bu yanit toksik maddeye maruz kalmanin birinci saatinden itibaren
saptanabilmektedir [Metcalfe, 1998]. Temeli toksik maddeye duyarllik, hedef organ
ve etki mekanizmasinin sekline dayanir. Baliklarda yapilan toksikolojik ¢aligmalarda
ise Ozellikle maddenin subletal konsantrasyonlarim1 belirlemek agisindan
histopatoloji 6nem tasimaktadir [Benli, 2006]. Histopatolojik bulgular ani degisimler
olmadig1 i¢in daha gercek sonuglar1 yansitmaktadir. Higcbir teknik, histopatoloji kadar
hizli bir sekilde hasarin oldugu bir¢ok bolgeden Ornek almaya olanak
tanimamaktadir. Kullanilan 6rnegin biiytikliigli (larva ya da anag) ne olursa olsun

maddenin etkiledigi hedef organ ya da dokularda homojen degisiklikler
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goriilmektedir [Hinton and Lauren, 1990]. Orneklerin histopatolojik olarak hemen
incelenmesi gerekmemektedir. Uygun saklama yontemi [baliklarda Bouin fiksatifi ve
% 10’luk nodtral formalin Onerilmektedir] kullanilarak inceleme daha sonra

gerceklestirip tiim organ sistemleri degerlendirebilmektedir [Teh et al., 1997].

Baliklarda kimyasal kontaminantlara maruz kalma sonucunda degisik organlarda
lezyonlar  olusmaktadir. Nekropsi sonucunda ¢ogunlukla tiim organlar
incelenmektedir. Ancak histopatolojik calismalarda su ortamiyla iligkisi dolayisiyla
solungag, karaciger ve bobrek kirliligin etkisini saptamada kullanilan en uygun hedef
organlardir. Bu organlar sucul kirlilik i¢in primer indikatorlerdir. Ozellikle
solungaclar su kalitesinin aynasi olarak goriilmektedir. Karaciger metabolizmada
kilit rol oynarken, bobrek ise baligin i¢ ortami ile su-tuz dengesinin stabilizasyonu,
atilimi ve ksenobiyotik metabolizma i¢in 6nemlidir [Hibiya, 1982; Bernet et al.,

1999; Benli, 2006].

2.7. Kemikli Baliklarda Baz1 Organlarin Histolojik Yapisi

2.7.1. Solungaclar

Baliklarda gaz degisiminin yapildig1 en 6nemli organlar solungaglardir. Solungagclar,
yutak bolgesinde, her iki yanda ig¢ten disa dogru uzanan bir seri cep ya da yarik
icinde bulunurlar. Cene ve dil yaylar1 arasinda bulunan birinci solungag¢ yarigi
kemikli baliklarda embriyonik gelisme sirasinda tiimiiyle kapanmistir. Gergek
islevsel solungaglar, spirakulumu izleyen solungag¢ yariklari i¢inde ve septumlarin
her iki yaninda yer alirlar. Her septumda, solunga¢ yayindan bagka, solungaglara kan
getiren afferent ve solungaclardan kan gotiiren efferent brankiyel arterler (solungag
atardamarlari), sinirler ve kaslar bulunur. Her septumun bir yaninda bulunan bir seri
filamentten (primer lamella) olusmus solungaca, hemibrang; septumla birlikte iki
hemibranga, holobrans denir. Kemikli baliklarda septumlar, ilkel formlardan
gelismiglere dogru gittikge daha kisalmak tizere, daima filamentlerden daha kisa
olduklarindan solungaglarin tiimii tek bir solunga¢ boslugunda bulunur ve bu bosluk,

her iki yanda birer kemik operkulumla ortiiliidiir. Bu baliklarin ¢ogunda 4 c¢ift
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holobrans vardir. Her hemibrans bir seri filamentten olusmustur [Demir, 1992;
Geldiay ve Balik, 1999]. Kemikli baliklarda her filament kemik bir destekle
desteklenmistir. Her filamentin alt ve iist her iki yiiziinde, filament eksenine dikey
olarak olugmus ve filamentin enine ikincil katlar1 olan, ¢cok sayida solunga¢ lameli
(sekonder lamella) bulunur. Iki komsu filamentin birbirine bakan yiiziindeki lameller,
birbiri arasina girecek bicimde dizilmislerdir. Solunum suyunun bu dizilis nedeni ile
olusan dar kanalciklardan ge¢cmeye zorlanmasi, lamellerdeki kanla solunum suyu
arasinda siki bir difiizyona olanak verir. Gaz degisimi sekonder lamellalarin
ylizeyinde olur. Bigimleri tiirlere gore ¢ok degisiklik gdstermekle birlikte az ¢ok
tepesi disa doniik liggen biciminde olan lamellerin serbest kenarlari, ¢ok ince bir
tabaka epitelle ortiiliidiir. Her lamel, ince bir bazal membranla sarili olan ve pillar ya
da pilaster hiicreleri denilen destekleyici hiicrelerce, kapilerlerden daha kisa ve genis
capta olmalar1 nedeni ile birgok anatomistlerce kapiler yerine siniizoit olarak
adlandirilan, ¢ok sayida kanallara ayrilmistir. Her lamelin kenarini ceviren bir
marjinal kanal vardir. Siniizoitlere kan, afferent brankiyal arterden her filamente
giden afferent filament arteriyle gelir ve solunum suyunun akis yOniiniin ters
yoniinde akarak, efferent filament arterine geger. Her filamentte bir de sentral siniis
vardir. Solungaglarda gaz degisiminin yani sira, iyon ve su degisimi de yapilir.
Sekonder lamellalarin bizzat kendisi tipik bir histolojik yap1 tasir. [Demir, 1992;
Demirsoy, 1993]. Gerek mukus hiicreleri, gerekse etkin iyon transportasyonu yapan
kloriir hiicreleri, genellikle primer lamellanin tabaninda yer alir. Kloriir hiicreleri
detoksifikasyonda da gorev almaktadir [Morrison, 2007]. Sekonder lamellalar
parazit, fiziksel ya da kimyasal etkenler tarafindan ¢abuk etkilenir ve patolojik

bulgular ¢ok kisa bir siirede olusur [Hibiya, 1982].

2.7.2. Karaciger

Kemikli baliklarda viicut boslugunun 6n kisminda yer alan karaciger, karnivor
baliklarda kirmiz1 kahverengi, herbivor baliklarda ise agik kahverengi olup genellikle
iki lobludur [Geldiay ve Balik, 1999; Morrison, 2007]. Midenin iizerinde ve mideyi
kismen sararak uzanir. Safra kesesi karacigerin igerisinde gomiilii olarak bulunur.

Karacigerin her iki lobundan bir hepatik kanal (ductus hepaticus) ¢ikar ve safra
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kesesinden ¢ikan sistik kanal (ductus cyticus) ile birleserek ana safra kanalini
olusturur [Demir, 1992; Demirsoy, 1993]. Karaciger distan ser6z bir membran ile
cevrilmistir. Kemikli baliklarda yiliksek omurgalilardan farkli olarak, merkezi vena
ihtiva eden lobiiler yap1 goriilmez. Hepatik arter ile portal vena karacigerlere girerler

ve portal vena bir¢ok kollara ayrilarak daha sonra siniizoitleri meydana getirir.

Siniizoitlerin aralarinda, parankimayr olusturan karaciger hiicreleri (hepatik
hiicreler), hiicre kordonlar teskil edecek sekilde yerlesmiglerdir. Parankim hiicreleri
poligonal hiicreler olup yuvarlak cekirdekleri ve genellikle cekirdekgikleri vardir
[Hibiya, 1982; Ferguson, 1989]. Karaciger hiicrelerinden salgilanan safra, hiicrelerin
aralarindaki ince kanalciklarla toplanarak daha biiyiik kanallara tasinirlar ve bu
kanallar safra kanallarina acilirlar. Safra kanallar1 ile safra ana kanalinin baglandig
bolgede hepatik arteriol de bulunur. Karaciger siniizoitleri endotelyal hiicreler ile
kaplanmistir. Makrofajlar siniizoitlere bitisik veya hepatositlerin aralarinda bulunur.
Bazi kemikli baliklarda karaciger basit ve kompakt bir organ olarak bulunurken
sazan (Cyprinus sp.), Sillago japonica, Chrysophrys major, Heliochoeres
poecilopterus, Stephanolepsis cirrhifer ve Platycephalus indicus gibi balik tiirlerinde
pankreatik doku portal vena kollar1 boyunca karacigere sarilmis durumdadir. Hepatik
ve pankreatik dokunun birlestigi bu yap1 ‘hepatopankreas’ olarak adlandirilmaktadir
[Hibiya, 1982; Ferguson, 1989; Roberts, 2001]. Balik karacigerinde hepatik kan
akisi, kardiak kan akisina gore oransal olarak yavas oldugundan toksik maddenin
yarattig1 hasarlara daha duyarlidir [Metcalfe, 1998]. Safra, yaglar1 emiilsiyon haline
getiren safra tuzlar1 ile kirmizi kan hiicreleri ve hemoglobinin par¢alanmasindan
olusan biluribin, biliverdin gibi safra pigmentlerini de igerir. Safra tuzlari, yalniz
yaglarin hidrolizine yardim etmeye degil, ayn1 zamanda barsaktaki sindirim
Ozsularinin, sindirim enzimlerinin ig gorebilmesi i¢in uygun alkaliniteye
getirilmesine de yarar. Karacier safra algilama disinda, yag, glikojen, A ve D
vitaminlerini depo eder. Bu organin, kan hiicrelerinin yikiminda ve kan kimyasinda
roli oldugu gibi, iire ve diger azotlu bosaltim maddelerinin olusumu ile ilgili
metabolik islevleri vardir [Demir, 1992; Demirsoy, 1993; Geldiay ve Balik, 1999].
Balik karacigeri ilaclar1 metabolize eden enzimleri icermektedir ve en ¢ok zarar

goren organlardan birisidir [Morrison, 2007].
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2.7.3. Deri

Baliklarin viicudu oldukca dayanikli bir deri ile ortiiliidiir. Diger omurgalilarda
oldugu gibi, baliklarda da deri, birinci derecede viicudu dis etkenlere karsi koruyan
bir ortii gorevi goriir. Ayrica derinin solunum, bosaltim ve osmoregiilasyon gorevleri
de vardir. Baliklarin derisi, dista epidermis (iist deri), icte dermis (alt deri) olmak
lizere, iki tabakadan yapilmistir [Morrison, 2007]. Hipodermis (derialtidokusu),
baliklarda yiiksek omurgalilarinkinden farkli olarak dermisten giicliikle ayirt
edilebilen ince bir tabaka halindedir. Epidermis ektodermal, dermis ve hipodermis
mezodermal kdkenlidir. Epidermis, tipik olarak ¢ok incedir; kemikli baliklarda 10-30
hiicre tabakasindan olusur ve ortalama kalinligit 250 mikron dolaylarindadir.
Epidermis altta stratum bazale ile onun {izerindeki stratum germinativum’dan
yapilmistir. Stratum germinativum’un hiicreleri, ¢ok yiizlii ve ylizeye dogru gittikce
yassilagsan hiicrelerdir; en yiizeydekiler zamanla oliir ve dokiiliirler. Stratum
bazale’ye ait hiicreler, genellikle silindirik, konik ya da topuz bi¢ciminde hiicrelerdir.
Stratum bazale’de devamli olarak hiicre ¢ogalmasi olur. Ancak hiicre ¢ogalmasi
yalnizca bu tabakaya 6zgili olmayip, tiim epidermiste olur. Baliklarda genellikle
epidermisi tiimiiyle oOrten bir stratum korneum (keratin tabaka) bulunmaz,
epidermisin ylizeyindeki hiicreler canli hiicrelerdir [Demir, 1992]. Epidermiste ¢ok
sayida bir hiicreli mukus bezleri bulunur. Bu hiicreler epidermisin orta tabakasindan
koken alirlar. Balon ya da tiip biciminde olabilen bu bezlerin salgiladiklart mukus,
baslica ¢ok miktarda su absorbe edebilen glikoproteinlerden ibarettir [Demirsoy,
1993; Morrison, 2007]. Epidermisle dermisi yalnizca elektron mikroskobu ile
goriilebilen bir bazal membran ayirir. Dermis genellikle {i¢ tabakalidir. En distaki
tabaka, membrana terminans, ¢ok incedir veya homojendir ya da ince tabakalidir.
Onun altinda gevsek bir bag dokusu tabakasi olan ve cesitli tipte hiicrelerle bol
miktarda kan damarlan igeren stratum laksum bulunur. Dermisin en alt tabakasi,
kalin ve yogun bag dokusu lifleri i¢eren stratum kompaktum’dur. Bu tabakada
bulunan hiicre sayisi azdir [Demir, 1992]. Alt tabakay: teskil eden dermis, daha
karmasik yapili olup, bag dokusu, kas fibrilleri, kan damarlar1 ve sinirlerin yer aldigi
kisimdir. Pullar ve pigment maddeleri de dermis tarafindan olusmaktadir [Geldiay ve

Balik, 1999]. Gevsek bir bag dokusundan yapilmis olan hipodermis, dermisi
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altindaki kaslara baglar. Dermiste bagdokusu hiicrelerinden baska, diiz kas hiicreleri,
pigment hiicreleri, kan damarlar1 ve sinirler bulunur. Belirtildigi gibi pullarin ve

deriye ait olusumlarin kdkeni baslica dermistir [Demir, 1992].

2.7.4. Bobrek

Baliklarda bobrekler, viicut boslugunun dorsalinde, periton epitelinin disinda,
omurganin ve dorsal aortanin ventralinde yerlesmis, ince-uzun, koyu kirmizi renkli
bir ¢ift organdir; genellikle birbirine yakin olup, ¢esitli derecelerde kaynasmis da
olabilirler. Ergin baliklarda bobrek opistonefrozdur. Tiim baliklarin embriyonik
gelismeleri sirasinda islevsel olan bobrekler pronefrozdur. Pronefrozda, segmental
olarak siralanmus tiipciikler, nefrostom (kirpikli huni)’la sloma agilirlar. Pronefroz
kemikli baliklarin biiyiik bir cogunlugunda erginlerde de kalir. Buna bas bobrek adi
verilir. Bag bobrek, her zaman mezonefroz ya da opistonefrozun 6niinde yer alir ve
kemikli baliklarda genellikle opistonefroza bitisiktir. Bas bobrek hemopoietik,
lenfoit, interrenal ve kromofin dokulardan olusmustur, yani her ¢esit kan hiicresi
olusturma ve endokrin islevleri vardir. Gerek mezonefroz, gerekse opistonefrozun
yapisal birimleri olan nefronlar, birbirine benzer olmakla birlikte, opistonefrozda,
mezonefrozdakinin tersine, segmental olarak siralanmamislardir ve sayilar1 arkaya
dogru gittik¢e artar [Demir, 1992]. Her nefron, bir renal korpiiskiil (bobrek cisimcigi)
ile birka¢ segmentten olusan bir sarmal tlipciikten yapilmistir. Renal korpiiskiil, siki
sartlmig bir kapiler yumak¢igi olan glomerulusla onu saran ¢ift ¢eperli bir kapsiilden,
Bowman kapsiiliinden, olugur [Morrison, 2007]. Kapsiiliin i¢ ¢eperi ¢ok incedir, i¢ ve
dis ceperleri arasinda bir bosluk vardir. Bu bosluk, sarmal tiipciikle devam eder.
Baliklarin nefronlarinda renal korpiiskiiliin bulunup bulunmayisi, bulunuyorsa
bliyiikliigl ile sarmal tiipciigii olusturan segmentlerin say1 ve biiyiikliikleri, gruplara
ozellikle tath su ve deniz formu oluslarina gore degisir. Kemikli baliklarin tath suda
yasayanlarda her nefronda tipik olarak renal korpiiskiil ile onu izleyen sarmal
tiipciikte sirastyla dar bir boyun segmenti, iki kisimli proksimal segment, bir ara
segment, bir distal segment ve toplayici tiipciik bulunur. Toplayici tiipciikler, ayri
ayr1 ya da birkaci birleserek, bir kanala acilirlar. Baliklarin ¢ogunda bu kanal nefrik

kanaldir. Her bobrekte glomeruluslara kan, renal arterden ayrilan afferent
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arteriyollerle gelir ve efferent arteriyollerle gider. Efferent arteriyoller, renal portal
venanin tlipciiklerin ¢evresinde olusturdugu kapiler ag1 ile birlesir. Bobreklerden
¢ikan kan, sonunda posteriyor kardinal venalarda toplanir. Kemikli baliklarin tatli su
formlarinin ¢ogunda da gergek bir renal portal sistem yoktur. Bu baliklarda
tiipclikleri saran kapiler agmni efferent arteriyoller olusturur. Her nefronda,
glomerulus ve bowman kapsiilii, birlikte bir ultrafiltre rolii oynarlar [Demir, 1992].
Nefronlarin yapis1 baliklarin yasadigi ortama gore oransal olarak biiyiik farkliliklar
gosterir. Bobrek cisimcikleri (Malpigi cisimcikleri) tath suda yasayanlarda orta
bliyiikliikte, deniz baliklarinda kiiclik ya da tamamen kaybolmustur. Tathh su
baliklarinda tubuli contorti kisa, deniz formlarinda ilke olarak daha uzundur. Kemikli
baliklarin tiimiinde idrarin iletimi Wolff kanali (birincil idrar kanali) {izerinden
olmasina karsin, idrar iletim sisteminin erkek gonad sistemi ile olan baglantisi
bakimindan farkli egilimler goriiliir [Demirsoy, 1993]. Afferent arteriol duvarlarinda
PAS reaksiyonu ile pozitif boyanan sekresyon graniillerinin bulundugu
juktaglomerular hiicreler tanimlanabilir. Renin hormonunun bu hiicrelerden salindigi
sOylenmektedir [Hibiya, 1982]. Boyun segmenti ince ve kisadir. Proksimal toplayici
tubul iki segmente ayrilir. Birinci segmentte firca kenarli kiibik epitel hiicreleri
vardir. Yuvarlak veya oval sekilli biliylik c¢ekirdekleri olan bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda mitokondriler ve sekresyon graniilleri bulunur. Ikinci segment
nefronun biiyiik bir boliimiinii olusturur. Kanal liimeni birinci segmentten biraz daha
genistir [Hibiya, 1982]. Ara segment, proksimal toplayici kanalin ikinci segmentinin
ozelliklerini gosterir. Distal toplayici segmente ait epitel hiicrelerinde fir¢a kenar
yoktur. Sitoplazmalarinda kaba graniiller bulunan bu hiicreler eozin ile proksimal
toplayic1 kanallara gore daha koyu boyanirlar [Hibiya, 1982; Morrison, 2007].
Glomeruler arteriyolde kan basincinin yiiksek olusu nedeni ile molekil agirlig
yaklagik olarak 70 000’e kadar olan molekiiller, genellikle bir ayrim yapilmadan
kandan ayrilirlar. Kan proteinleri kanda kalir. Bowman kapsiiliinden tiipciiklere
gegen s1vi, orada yeniden degisiklige ugrar ve glikoz, diger besin materyali, cesitli
tuzlar, hormonlar, eser elementler ve diger erimis maddelerle kimi hallerde su,
tiipciiklerin epitel hiicrelerinin etkinligiyle kapiler agindan yeniden kana emilirler.
Filtrasyon ve geri emilim hormonlarla kontrol edilir [Demir, 1992]. Tathisu

baliklarinda bobrekler tuzu muhafaza ederken, fazla suyu elimine eder, bunu da
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ylksek glomerular filtrasyon orani, proksimal (bazal) tubullerde tuzlarin yeniden
absorbe edilmesi ve distal toplayici tubulde iirenin diliisyonu ile yapar [Morrison,
2007]. Bobrekler baliklarin kan yapict temel organidir. Diger omurgalilarda olmayan
yalnizca kemikli baliklarin renal hematopoietik dokusunda bulunan hiicresel yapi

melanomakrofaj merkezidir [Morrison, 2007].

2.8. Kemikli Baliklarda Kanin Yapisi

Baliklar gelismis organizasyonlulara gore ¢ok az kan tasirlar. Alyuvarlar (eritrositler)
kural olarak yuvarlak ya da ovaldir. Cekirdek tasirlar; yalmz birkag Teleost balikta
cekirdek olmadigina iliskin bilgi verilmektedir. Caplar1 ilke olarak kikirdakl
baliklarinkinin yarisi kadardir. Bu nedenle yogunluklar1 (sayilari) onlarinkine gore 5-
8 misli daha fazladir. Akyuvarlart (Iokositleri) yine ilke olarak gelismis
organizasyonlu omurgalilardaki gibidir. Bununla beraber gelismis organizasyonlu
omurgalilarda tipik sekilli akyuvarlar olmasina karsin, baliklarda ¢ok defa ara
formlar halinde goriliirler [Demirsoy, 1993]. Baliklarda kanin hacmi, diger
omurgalilardakinden daha az olup, 2 ile 17 ml/100 g arasinda degisir. Kemikli
baliklarin ¢ogunda 2-4 ml/100 g seklindedir. Kemikli baliklar diger baliklara kiyasla
daha miikemmel bir damar sistemine sahip olmalari nedeni ile oksijen ve diger
maddelerin taginmasi i¢in daha az kana gereksinim duyarlar. Diger omurgalilarda
oldugu gibi baliklarda da kan, kan hiicreleri ile plazmadan olusur. Plazmada erimis
halde anorganik iyonlar, kan proteinleri (osmotik basinci kontrol eden albumin,
lipidleri tasiyan lipoproteinler, hemoglobin pigmentini baglayan globulinler, bakir
baglayan seruloplazmin, kanin pithtilagmasini saglayan fibrinojen ve anorganik iyodu
baglayan iyoduroforin), glikoz, lipoitler, amino asitler, vitaminler, atilacak maddeler,
erimis gazlar, hormonlar ve enzimler bulunur. Kanin osmotik basinci, diger bir
deyimle osmotik yogunlugu, igerdigi anorganik iyonlar ve organik bilesiklerin
miktar1 ile orantili olarak degisir. Baliklarin kaninda osmotik yogunluk, baslica
sodyum ve klor miktarina, kismen de potasyum, kalsiyum, magnezyum ve iire ile
serbest aminoasitlerin miktarina gore degisir. Baliklarin kan hiicreleri, eritrositler,
16kositler olmak iizere iki tiptir. Eritrositler genellikle niikleuslu ve yassilagsmis oval

bicimde olup biiytikliikleri tiirlere gore degisir. Kemikli baliklarin ¢ogunda
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eritrositlerin biiyiik ¢aplar1 12-24 mikron, kiigiik caplar1 8,5-9,5 mikron arasinda
degisir. Genellikle eritrositlerin biiyiikliigii ile sayis1 arasinda ters bir orant1 vardir.
Kemikli baliklarin ¢ogunda 1-3x10°mm’ eritrosit vardir ancak kimi etkin deniz
baliklarinda bu say1 4-6x10®/mm’ eritrosite kadar ¢ikabilir. Eritrositlerin karakteristik
kirmiz1 rengi, renksiz bir protein olan globin ve demir igeren sari-kirmizi renkli bir
pigment olan hemden olusan hemoglobinden ileri gelir. Kemikli baliklarda
hemoglobinin molekiil agirligi yaklasik olarak 61 000-70 000 arasindadir ve bu
baliklar i¢in dort amino asit zincirinden olusan tetramerik hemoglobinler
karakteristiktir. Hemoglobin yogunlugu baliklarda genellikle 100 ml’de 7-12 g dur.
Kanin oksijen tasima kapasitesi, bir solunum pigmenti olan hemoglobinin miktarina
o da eritrositlerin sayisina gore degisir. Ciinkii kanin oksijen baglama kapasitesini
artiran baglica hemoglobindir. Baliklarin ¢ogunda kandaki oksijenin % 90’dan daha
fazlas1 hemoglobin tarafindan baglanarak tasinir, ancak geri kalan az bir kismu
plazmada erimis halde tasmnir. Lokositlerin 1 mm® kandaki sayilar1 20 000-150 000
arasinda degisir, yani eritrositlerden daha azdir. Grantilositler, lenfositler, monositler
ve trombositler olmak iizere dort ¢esit 10kosit vardir. Tiim 16kositlerin % 4-40’1n1
olusturan graniilositlerin ¢aplar1 10 mikron civarindadir. Graniilositler, igerdikleri
graniillerin boyanma yetenegine gore notrofil, asidofil (eozinofil) ve bazofil olmak
lizere, baglica ii¢ tiptedir. Bunlardan bazofiller baliklarda ender olarak bulunurlar.
Baliklarda sayica en fazla bulunanlar nétrofillerdir. Graniilositler genelde fagositik
olup, hastaliklarla savasta rol oynarlar ve balik bakterilerle enfekte oldugunda,
sayilarinda artma olabilir. Bliyiikliikleri 4,5-12 mikron arasinda degisen lenfositlerin
birincil islevi, antikor olusturarak hiicresel bagisiklik saglamaktadir; fakat bu
hiicrelerin fagositik etkinlikleri de olduguna iliskin kanitlar da vardir. Sayica az olan
monositler, makrofaj rolii oynarlar. Baliklarda 16kositlerin yaklagik yarisini olusturan
trombositler, az ¢cok ig bi¢iminde olup, kanin pihtilasmasinda rol oynarlar. Baliklarin
lenf sistemi i¢inde eritrositler genellikle bulunmazlar, bununla birlikte daha yiiksek
omurgalilarinkine oranla daha sik olarak eritrositlere rastlanir. Ceneli baliklarda
farklilagmis ve mide yakininda yer alan bir dalak vardir. Bu, dista kirmizi renkli
korteks kismiyla, igte beyaz renkli medulla kismindan olusmustur. Genellikle
eritrositler ve trombositler dalagin kortikal kisminda, lenfositler ve kimi graniilositler

medullar kisminda olusturulur. Fakat baliklarin ¢ogunda eritrositler, en fazla
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bobreklerde, 6zellikle bas bobreklerde olusturulur. Lokositlerse kemikli baliklarin
cogunda bobreklerde olusturulur [Demir, 1992].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Materyali

Bu calismada, daha o6nce hicbir enfeksiyon gecirmemis ve herhangi bir toksik
maddeye maruz kalmamis olan saglikli goriiniimlii, sazan baligi (Cyprinus carpio L.
1758) fingerlingleri (50,90 + 11,01 g agirhi@inda ve 15,26 + 0,99 cm boylarinda)
kullanilmigtir. Pestisit ve diger ¢evresel kirleticiler hedef olmayan canlilara toksisite
gostermekte; bunlardan da en fazla erken gelisme donemleri (larva, jiivenil,
fingerling gibi) etkilenmektedir. Kullanilan sazanlar (Cyprinus carpio L. 1758)
Tarmm ve Kdyisleri Bakanligi Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Enstitiisiinden temin

edilmistir. Birbirine yakin boy ve agirlikta olan baliklar tercih edilmistir.

3.2. Pestisit Materyali

Denemede uygulanan toksik madde dogadaki kaliciliklart yiiksek olan, canli
organizmalarda Ozellikle yagli dokularda birikim yapan, kanserojenik, mutajenik ve
teratojenik etkileri bulunan chlorpyrifos-ethyl’dir. Teknik chlorpyrifos-ethyl (%
99,8) kullanilmistir. Deneylerde formiilasyon yerine teknik materyal tercih
edilmesinin sebebi formiilasyonlarda terkibin ¢ogunu aktif madde haricinde
stabilizatorler, sinerjistler vb. maddelerin olugturmasidir. Chlorpyrifos-ethyl analitik
saflikta asetonda c¢oziilerek uygulanmistir. Deneyde kullanilan  subletal
konsantrasyon balik sayisini azaltmak ve akut toksisite deneylerini tekrarlamamak
icin Spague [1971]’in bildirdigi lizere 96 saatlik LCsy degerinin 1/10’u olarak tespit
edilmistir [Halappa and David, 2009].

3.3. Arastirmada Kullanilan Diger Ara¢ ve Gerecler

a. Teraziler

Kimyasal maddelerin tartilmasinda 0.001 g’a, baliklarin tartilmasinda ise 0.01 g’a

duyarh teraziler kullanilmistir.
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b. Oksijenmetre

Deney siiresince ortam suyunun ¢Oziinmiis oksijen, sicaklik, iletkenlik ve pH

degerlerini 6l¢mede taginabilir oksijenmetre (YSI marka) kullanilmistir.

c. Spektrofotometre

Deneylerde su analizlerinin kolorimetrik ol¢timlerinde Shimadzu UV-1201V marka

spektrofotometre kullanilmustir.

d. Mikrotom

Parafin bloklardan doku kesitlerinin alinmasinda Thermoshandon 325 mikrotom

kullanilmustir.

e. Mikroskop

-Dokularin histolojik kesitlerinin incelenmesi ve goriintiilenmesinde Nikon ve Leica
marka fotograf ¢ekimi yapabilen mikroskoplar kullanilmistir.
-Eritrosit hiicrelerinde mikroniikleuslarin sayiminda ise Leica DM 3000 marka

fotograf ¢ekimi yapabilen 151k mikroskobu kullanilmistir.

f. Termostatli 1siticilar

Deneyler siiresince deney suyu sicakligi 100 Wattlik sera marka termostatli 1siticilar

ile sabit tutulmustur.

g. Gaz kromatografi cihazi

-Gaz Kromatografisi: Agilent 6890N serisi gaz kromatografisi
Dedektor: Elektron Yakalayicit Dedektor (WECD), 63Ni
-Gaz Kromatografisi: Agilent 6890 serisi gaz kromatografisi
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Dedektor: Kiitle segici dedektor (MSD), Agilent 5973

h. Diger materyaller

-Baliklarin uzunluk 6l¢iimlerinin alinmasinda 6l¢iim tahtasi

-Nekropside balik dokularindan 6rnek almak amaciyla steril 12 cm’lik cerrahi
makaslar ve 10 cm’lik pensler

-Baliklarin tespit edilmesi ve doku takibinde kullanilan etil alkoliin derecelerinin

ayarlanmasinda alkolmetre kullanilmistir.

3.4. Metod

3.4.1. Deney ortami ve adaptasyon siiresi

Balik 6rnekleri deneylere baslamadan bir ay Once alinarak stok akvaryumlarinda
adaptasyon siiresine tabi tutulmuslardir. Sazanlar igerisinde yeterince hava bulunan
plastik torbalarda, deney ortamina getirilmislerdir. Stok akvaryumu (100 L) olarak
kullanilan akvaryuma torbasi ile birakilan baliklar, su sicakligi ve ortama aligsmalari
icin 30-35 dakika naylon torba i¢inde akvaryum suyunda birakilmis, sonra torbanin

agz1 kesilerek acilmak suretiyle, baliklarin akvaryum suyuna ge¢meleri saglanmistir.

Deneylerde igerisinde yaklasitk 25 L hacimli akvaryumlar kullanilmastir.
Akvaryumlarda 48 saat Onceden dinlendirilerek kloru giderilmis ¢esme suyu
kullanilmistir. Akvaryumlar siirekli hava motorlar1 yardimiyla havalandirilmis ve
termostatl 1siticilar vasitasiyla su sicakligi 24+1°C’de sabit tutulmustur. Baliklarin
deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi i¢in deney baslamadan 15 giin 6nce stok
akvaryumundan alinarak deney ortamlarina yerlestirilmislerdir. Deneyin baslama
tarihinden onceki dort gilin iginde baliklarda goriilen 6lim oraninin % 5’den fazla
olmamasina dikkat edilmistir [APHA, 1975; Reish and Oshida, 1987]. Adaptasyon
stiresi esnasinda baliklar giinde viicut agirliklarinin % 2’si oraninda uygun yemle
beslenmiglerdir. Baliklarin boy ve agirliklar1 hassas terazi vasitasiyla tartilarak,

deney akvaryumlarina rastgele stoklanmistir (5 balik/akvaryum). Dozlanmadan 6nce
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akvaryumlarin su kalitesi parametreleri Ol¢lilmiistiir. Dozlamadan 6nce ve deney
siiresince davranis degisiklikleri takip edilmistir. Fotoperyot 12:12 h olarak
ayarlanmistir. Akvaryumlarda her giin su sicakligi, pH, ¢6ziinmiis oksijen ve elektrik
iletkenligi Ol¢lilmiistiir. Baliklar yemlendikten iki saat sonra sifonlama yontemi ile
metabolizma artiklar1 ortamdan uzaklastirilmis ve taze su eklenmistir. Dozlamadan
Oonce 48 saat ve deney siiresince baliklar a¢ birakilmistir. Ayrica deneylerde
kullanilan su orneklerinden toplam sertlik, kalsiyum, alkalinite, toplam amonyak

azotu, nitrit azotu ve chlorpyrifos-ethyl analizleri de yapilmustir.

3.4.2. Deneyin gerceklestirilmesi

Tim biyodeneyler APHA, OECD, TSE, ISO ve FAO’nun yOntemlerine gore
yapilmistir [APHA, 1971, 2005; OECD, 1981; TSE, 1988; FAO, 1977; 1982; 1987,
ISO, 1996]. Deneyin yapildig1 sekil ve sartlarla birlikte yiiriitiilen ti¢ farkli kontrol
grubu kullanilmigtir. Birinci kontrol grubuna kullanilan maksimum aseton miktari
olan 80 pL eklenmis, ikinci kontrol grubuna ise higbir kimyasal madde katilmamigtir
[TSE, 1988]. Ugiincii kontrol grubu olarak pozitif kontrol grubundaki baliklar ise 5
mg/L etil metan sulfonat (EMS)’e maruz birakilmistir [Cavas and Konen, 2008].
Chlorpyrifos-ethyl, aseton ve EMS akvaryumlara otomatik pipetler yardimiyla
verilmig ve cam bagetlerle karistirilarak suda dagilmasi saglanmistir. Chlorpyrifos-
ethyl’in 96 saatlik LCsy degeri 0,160 mg/L dir [Halappa and David, 2009]. Subletal
konsantrasyon olarak akut degerin 1/10’u olan 16 pg/L secilmistir [Spague, 1971].
Denemede toplam 13 akvaryum kullanilmistir. Gruplar kontrol, 24, 48, 96 saat ve 7
giin boyunca asetona maruz birakilan gruplar, 24, 48, 96 saat ve 7 gilin boyunca
EMS’e maruz birakilan gruplar ve 24, 48, 96 saat ve 7 giin boyunca chlorpyrifos-
ethyl’e maruz birakilan gruplar olarak belirlenmistir. Deney dozlamadan itibaren 24,
48, 96 ve 168 saat (7 glin) devam etmistir. Bu deneylerde yar1 statik yontem
kullanilarak deney ortami 48 saatte bir yenilenmistir. Deney ortamina iligkin resimler

Resim 3.1. ve 3.2.’de verilmistir.



Resim 3.1. Dozlamanin gergeklestirilmesi

Resim 3.2. Deney ortami ve stok akvaryumu
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3.4.3. Baliklardan kan alim

Sazan eritrositlerinde, subletal chlorpyrifos-ethyl’in genotoksik etkilerini incelemek
amaciyla 24, 48, 96 ve 168 saatlik (7 giin) maruziyet sonunda kan Ornekleri
alinmistir. Sazan baliklarindan kan 6rnekleri, (ortalama 0,5 ml) kalpten punksiyonla
alimmigtir. Kan alimi 6ncesi buz anestezisi uygulanmistir. Bu amagcla sol taraf tizerine
yatirtlan baligin  solunga¢ kapagi kaldirildiktan sonra kleithrum kemiginin
olusturdugu pektoral kemerin hemen Oniinden alt {icte bir mesafeden Snceden
heparinize edilen 5 ml’lik enjektér yardimiyla 40-45 derecelik bir a¢1 yapacak
sekilde kalbe girilerek kan cekilmistir [Siwicki and Anderson, 1993; Yildiz, 1997].
Kanin pihtilagmasin1 6nlemek ic¢in antikoagiilant olarak ticari adi Nevparin olan
heparin kullanilmistir. Kan ¢ekilecek enjektoriin duvarlar ticari heparin soliisyonu
ile sivanarak heparinize edilmistir [Amlacher, 1981; Yildiz, 1997]. Kan ornekleri
deneme sonunda almmustir ve kan aliminda, her akvaryum i¢in 5 balik ornegi
kullanilmistir. Alman kan Ornekleri mikroniikleus testi ic¢in kullanilmustir.

Baliklardan kan alimina iligkin resim Resim 3.3.’de verilmistir.

Resim 3.3. Baliklardan kalpten kan alimi1



34

3.4.4. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus analizleri periferal eritrositlerde gergeklestirilmistir. Periferal kan
ornekleri 6nceden temizlenmis lamlarin iizerine yayilarak agik havada kurutulmustur.
% 95’lik etanolde 20 dakika boyunca fiksasyondan sonra, kan drnekleri tekrar agik
havada kurumaya birakilmigtir. Daha sonra 6rnekler % 5’lik Giemsa soliisyonu (pH
6.8 olan Sorrensen tamponunda hazirlanir) ile 20 dakika boyunca boyanmustir.
Boyama isleminden sonra preparatlar saf sudan gegirilerek fazla boyanin atilmasi
saglanmistir. Her bir balik i¢in kan 6rneklerinden ii¢ adet lam hazirlanmis ve 100X
biiylitmede her bir 6rnekten 1000 hiicre sayilmistir. Her akvaryumdan 5 adet balik
alimmig ve her baliktan da {i¢ adet paralelli calisilmistir. Eritrositlerde
mikroniikleuslarin sayiminda Leica DM 3000 marka 151k mikroskobu kullanilmistir.
Asil niikleus ile ayn1 sabitlenme ve fokus yapisina sahip kiigiik, refraktif olmayan,
sirkiiler veya ovoid kromatin yapilar, mikroniiklei olarak degerlendirilmistir [Al-
Sabti and Metcalfe, 1995]. Mikroniikleus frekansi 1000 hiicre basina ifade edilmistir
(%o0). Hazirlanan preparatlarda zaman zaman boya partikiilleri ve/veya diger bazi
kirleticiler =~ nedeni ile mikroniikleus ille  kanstirilabilen  yapilarla
karsilagilabilmektedir. Bu tip hatalarin elimine edilmesi i¢in mikroniikleus
sayimlarinda genel olarak standardize edilmis olan kriterler g6z oniline alinmustir.
Preparatlarin hazirlanmasi ile alkol ve Giemsa solusyonu ile muameleye iliskin

resimler Resim 3.4. ve 3.5.’de verilmistir.



35

Resim 3.4. Periferal eritrositlerden siirme preparatlarin hazirlanmasi

Resim 3.5. Preparatlarin alkol ve Giemsa solusyonu ile muamelesi
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3.4.5. Morfolojik niikleus diizensizlik analizi

Morfolojik niikleus diizensizlikleri periferik kan eritrositlerinde degerlendirilmistir.
Kalpten punksiyonla elde edilen kan, temiz preparatlara yayildiktan sonra havada
kurutulmus ve bunu miiteakiben % 95°lik etanolde 20 dakika fiske edilmistir.
Hazirlanan yayma preparatlar daha sonra % 5’lik Giemsa ¢ozeltisinde 20 dakika

boyanmislardir.

Morfolojik niikleus diizensizlikleri [Cavas and Ergene-Goziikara, 2003a; Cavas and
Ergene-Goziikara, 2005b; Cavas and Ergene-Goziikara, 2005¢; Ergene et al., 2007a]
centikli niikleus, tomurcuklu niikleus, loblu niikleus ve biniikleus olmak iizere
baslica dort grup altinda toplanarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeler igin her
preparattan 1000 hiicre sayilmistir. Morfolojik diizensizliklere iliskin tanimlar su

sekilde belirtilmistir:

a. Centikli niikleus: niikleus zarinda niikleus igerisine dogru olusan, gozle belirgin
bir bicimde ayirt edilebilen ve kromatin icermeyen ¢entik seklindeki girintilere sahip
niikleus yapist

b. Tomurcuklu niikleus: niikleus zarindan disar1 dogru c¢ikintilar yapan, kromatin
iceren kiiclik tomurcuklanmalara sahip niikleus yapisi

c. Loblu niikleus: tomurcuklara oranla daha biiyilik ve/veya daha fazla sayida loblar
iceren niikleus yapisi.

d. Biniikleus: bir hiicre icerisinde iki adet niikleus bulunma durumu

Bu tanimlar dikkate alinarak eritrosit hiicrelerindeki morfolojik diizensizlikler
tanimlanmistir. Bu anomaliler balik periferal kan yaymalarindan hazirlanan
preparatlarda normal ve mikroniikleuslu ¢ekirdek yapisina sahip eritrositler yaninda
kendiliginden bulunabilen ve genotoksik etki sonucunda frekanslart arttig1 gozlenen

nikleus anomalileridir.

Mikrontiikleus testi OECD kimyasal test rehberinde yer almaktadir ve testin
gecerliligi ECVAM tarafindan da kabul edilmistir [Anonymous 4, 5].
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3.4.6. Baliklarin histopatolojik olarak incelenmesi

Sazan dokular1 iizerine chlorpyrifos-ethyl’in etkilerinin incelenmesi amaciyla kan
alimi sonrasinda baliklara dekapitasyon yontemi ile Stenazi yapilmistir. Oldiiriilen
baliklar disekte edilerek toksik maddelerin en ¢ok etkiledigi hedef organlar olan
solungag, hepatopankreas ve bobrek dokular1 histolojik inceleme igin tespit
edilmistir. Tespitte Bouin’s tespit (pikrik asit, formalin, glacial asetik asit) soliisyonu
kullanilmistir (EK-1). 24 saat sonra dokular % 70’lik etil alkole aktarilmistir [Elgin
vd. 2010a, b; Roberts, 2001].

a. Doku takibi ve sabit preparat haline getirilmesi

Tespit edilen dokular, 2-3 mm kalinliginda kesilerek doku takip kasetlerine
yerlestirilmistir. Daha sonra ikiser saat kaldiklar1 % 70, 80, 90, 96 ve absoliit etil
alkol ve ksilol serilerinden gecirilmistir. 56-58°C’de ksilollii parafin ve parafinde
ikiser saat bekletilme sonunda gomiilmiislerdir. Dehidratasyon islemlerinin tiim
asamalar1 Leica marka doku takip cihazinda yapilmistir. Gommek {izere 6zel kaliplar
igerisine eritilen parafin doldurularak doku parcalar1 yerlestirilmis ve dokular parafin
bloklara almmistir. Parafin i¢ine gOmiilmiis bloklar kullanilincaya kadar
buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra parafin ig¢ine gomiilii dokular rotary
mikrotom (Thermo Shandon, Finnesse 325, ABD) yardimiyla 5-6 mikron
kalinliginda kesilerek, su banyosunda lam {izerine yerlestirilmis ve yaklasik 56°C’lik
etivde kurumaya birakilmistir. Lam iizerindeki doku kesitleri Harris’in
Hematoksilen-Eosin (EK-1) boyama ydntemine gore sirasiyla ksilol-1, ksilol-2,
absolii alkol-1, absolii alkol-2’de 5’er dakika bekleyerek, sonra yine sirasi ile % 96
alkol, % 80 alkol, % 70 alkol, distile su-1, distile su-2’de 2’er dakika bekleyerek ve
daha sonra hematoksilende 4 dakika boyanarak, distile su, ¢esme suyu ve tekrar
distile su islemlerinden sonra eosinde 2 dakika bekletilip, daha sonra distile su,
¢esme suyundan gecirilmis ve tekrar absolii alkollerde 5’er dakika, ksilollerde 5’er
dakika bekletilmis ve Canada balsami ile yapistirilarak [Luna, 1968; Mumford,
2004], sabit preparat haline getirilmistir [El¢in vd. 2010a, b]. Dokularin parafin

bloklarin igerisine gdmiilmesine iliskin resim Resim 3.6.’da verilmistir.
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b. Preparatlarin incelenmesi

Daha sonra sabit preparat haline getirilmis ve boyanmis dokular 1s1tk mikroskop
altinda incelenmistir. Mikroskobik incelemede fotograf kamerasi adapte edilmis
Leica marka mikroskop kullanilmistir. Balik Orneklerinde doku takiplerinin
gerceklestirilmesinde, preparatlarin incelenmesi ve degerlendirilmesinde Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nin  olanaklarindan

yararlanilmistir.

Resim 3.6. Dokularin parafin bloklarin igerisine gomiilmesi
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3.4.7. Suda chlorpyrifos-ethyl analizi

a. Ekstraksiyon

Alinan su ornekleri EPA [1999]’a gore asagidaki sekilde analiz edilmistir:

Ekstraksiyon: Bu basamakta ayirma hunisinde sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
uygulanmistir. {1k olarak 1 L 6rnek 2 L’lik ayirma hunisine bosaltilmigtir. Ornegin
bulundugu sise 2 defa 5’er ml’lik saf su ile yikandiktan sonra yikama sular1 ayirma
hunisine bosaltilmis ve bos 6rnek sisesine 60 ml diklorometan ilave edilerek, sise 60
saniye calkalanmigtir. Daha sonra ¢oziicli ayirma hunisine bosaltilmis ve ayirma
hunisi 2 dakika ¢alkalanarak 6rnegin ekstrakte edilmesi saglanmistir ve 10 dakika
beklenerek organik tabakanin sulu tabakadan ayrilmasi saglanmistir. Emiilsiyon
olusmamas1 gerekmektedir. Emiilsiyon olustugu durumda ise ve olusan emiilsiyon
¢Oziicii tabakasinin hacminin 1/3’liikk kismindan daha fazla bir hacme sahip
oldugunda faz ayriminin gergeklestirilebilmesi i¢in mekanik teknikler uygulanmstir.
Daha sonra diklorometan ekstrakti; ¢oziicii ile yikanmig ve temiz kiilsiiz filtre kagidi
lizerine yerlestirilmis graniiler susuz sodyum siilfat igeren huniden drene edilerek
yine ¢oziicii ile yikanmis 500 ml’lik konsantrasyon balonuna alinmigtir. Su 6rnegi iki
defa daha 60’ar ml diklorometan ile ekstrakte edilerek ve her bir kistm sodyum
siilfattan gegirilerek konsantrasyon balonuna alinnustir. Ugiincii ekstraksiyondan
sonra; ayirma hunisi 20 ml diklorometan ile yikanmis ve sodyum siilfattan drene
edilerek yine konsantrasyon balonuna alinmis ve bu islem iki defa daha tekrar
edilmistir. Elde edilen ekstraktlar, seffaf bir renge sahip oldugundan makro-
ekstraksiyon  yontemlerinden  biri  olan  doner-buharlastirici  kullanilarak
konsantrasyon islemi gerceklestirilmigtir. Deristirme asamasinda ise doner
buharlagtiricinin  su banyosunun sicakligi 45°C olacak sekilde ayarlanmistir.
Konsantrasyon islemi 15-20 dakikada tamamlanmis ve ekstraktin kaynamasina ve

tamamen kurumasina izin verilmemistir.

Ornekler en son olarak asetonitrilde ¢ozdiiriilerek cihaza verildiginden solvent
degisimi yapilmis dolayisiyla ekstraktin bulundugu 500 ml’lik balona iki defa 15 er

ml asetonitril ilave edilerek doner buharlastiricida konsantre edilmis daha sonra 15



40

ml asetonitril ilave edilerek yine doner buharlastiricida tamamen kurumasina izin
verilmeden deristirme islemi yapilmistir en son olarak ekstrakt 1 ml asetonitrilde

¢Ozdiirilmiistiir.

b. Gaz kromatografide dlcim

Elde edilen ekstrakt gaz kromatografisi elektron yakalayict (GC-ECD) ve Kkiitle
spektrometresi (GC/MSD) cihazlarina enjekte edilmigtir. GC-MSD dogrulama igin
kullanilmistir. Cihazlara iliskin kosullar Cizelge 3.1. ve 3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. GC operasyon kosullar1

Kolon HP-5MS
(30mx0,25mmx0,25um)ECD
Firin programi ECD
60 °C 0 dak

15°C/dak 100 °C
5°C/dak 200° C
3 °C/dak 270 °C 10 dak

Enjeksiyon Splitless (ECD)

250 °C

I uL

Purge flow: 50 ml/dak
Purge time: 1 ml/dak
Total flow: 54,1 ml/dak

Dedektor Sicakligt ECD-300 °C

Cizelge 3.2. GC-MSD operasyon kosullar1

Kolon HP-5MS (30mx0,25mmx0,25um)
Firin programi 70 °C 2 dak °C

25 °C/dak 150 °C

3°C/dak 200 °C

8° C/dak 280 °C 10 dak

Dedektor sicakligi | 280 °C

Enjeksiyon Splitless
250 °C
1ulL




c. Hesaplama

Chlorpyrifos-ethyl’in  kalint1 miktart suda ng/ml olarak ifade
Hesaplamalarda asagidaki esitliklerden yararlanilmistir:

a. Test ¢ozeltisindeki kalint1 konsantrasyonunun hesaplanmasi

Burada;

Ct : Test ¢ozeltisindeki kalintinin konsantrasyonu, ng/ml
Cs : Standart ¢6zeltinin konsantrasyonu, ng/ml

At : Test ¢ozeltisi i¢indeki kalintinin pik alani,

As : Standart ¢6zeltinin pik alani,

a : Standart egrinin egimi,

b : Kalibrasyon egrisinin y-eksenini kestigi nokta

b. Sudaki kalint1 miktarinin hesaplanmasi
Ci
Kalint1 (ppb) = —
\%

Burada;
Ct : Test ¢ozeltisindeki kalintinin konsantrasyonu, ng/ml

v : Test ¢ozeltisinin temsil ettigi 6rnek miktari, ml

3.5. Akvaryumlar ve Su Kalitesi
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edilmistir.

Deneyde en az 48 saat dinlendirilmis ve daha sonra havalandirilarak kloru giderilmis

sehir suyu kullanilmigtir. Aragtirmada kullanilan suyun parametreleri giinliik olarak

YSI marka portatif, arazi tipi multimetre kullanilarak Olgiilmiistiir. Amonyak

konsantrasyonlar1 Nessler reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.
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Toplam amonyak azotu miktarlarinin 6l¢limii, Nesslerizasyon metodu kullanilarak
[APHA, 1975] spektrofotometrede (Shimadzu UV-1201V) 410 nm dalga boyunda
yapilmistir. Deneyde kullanilan akvaryum suyunun su kalitesi degerleri Cizelge

3.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan suyun kalite degerleri

Parametre Ort.+St.hata
Sicaklik (°C) 23.33+0.10
Oksijen (mg/L) 4.25+0.07
Iletkenlik (pg/siemens) 209.12+0.72
pH 7.07+0.05
Toplam sertlik (CaCO3, mg/L) 73,38+0,84
Kalsiyum (mg/L) 51,69+0,73
Alkalinite (CaCO3, mg/L) 73,92+0,62
Toplam amonyak azotu (TA-N, mg/L) |0,10+0,00
Nitrit azotu (NO,-N, mg//L) 0,01+0,00

3.6. istatistiksel Analizler

Mikroniikleus testi sonucunda bazi baliklardan saglikli sonu¢ elde edilememesi
nedeni ile 6rnek sayisinin azalmasindan dolay1 veriler; SPSS 11,5 paket programinda
Kruskall Wallis ve Mann-Whitney U non-parametrik testleri kullanilarak, 0,05 6nem

seviyesinde analiz edilmistir [Bolognesi and Degan, 2001; Kumar et al., 2010].
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4. BULGULAR

Bu arastirmada sucul ekosistemin indikatdr organizmasi olan baliklara yiiksek
toksisite gosterdigi bilinen chlorpyrifos-ethyl kullanilmigtir. Aragtirmanin hipotezi
akut LCsyp degerinin 1/10’u olan subletal doz seviyesinde (16 pg/L) teknik
chlorpyrifos-ethyl’e, cevresel kirleticilere ergin baliklardan daha hassas oldugu
bilinen sazan fingerlingleri, maruz birakildiklarinda son-nokta olarak mortalite
(6liim) goriilmeden ve davranis degisiklikleri olmadan genotoksik ve histopatolojik
etkiler goriilebilir mi? olarak kurulmustur. Bu amagla laboratuvar sartlarinda sazan
fingerlingleri 15 giin adaptasyon siiresinin sonunda 16 pg/L konsantrasyonda teknik
chlorpyrifos-ethyl’e 24, 48, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz birakilarak bu giinlerin
sonunda nekropsileri yapilmig; kan ve doku Ornekleri alinarak analiz edilip

degerlendirilmistir.

Chlorpyrifos-ethyl’e 24, 48, 96 saat ve 7 giin siiresince maruz kalan baliklarda
morfolojik olarak ve davranmiglar agisindan kontrol grubuna kiyasla, herhangi bir

farklilik gézlenmemistir.

Suda chlorpyrifos-ethyl analizinin sonucu 14,4 pg/L olarak bulunmus olup, elde
edilen bu deger sudan chlorpyrifos-ethyl’in ekstraksiyonu ve gaz kromatografi
cihazinda enjeksiyon esnasindaki kayiplarda g6z Oniinde bulunduruldugunda

calismada uygulanan subletal doz olan 16 pg/L degeri ile uyumlu bulunmustur.

4.1. Niikleus Anomalileri ve Mikroniikleus Sonuclar

Chlorpyrifos-ethyl’e iligkin subletal doz olarak belirlenmis olan 16 pg/L
konsantrasyona 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz birakilan sazan
fingerlinglerinden elde edilen periferal kan 6rneklerinin eritrositlerinde tespit edilen
niikleus anomalilerine iliskin sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Cizelge 4.1.’de
benzer sekilde kontrol (hi¢ bir muameleye maruz birakilmamis), aseton kontrolleri
(24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca, chlorpyrifos-ethyl maddesinin ¢oziiciisii

olan asetona, uygulama gruplar ile ayn1 konsantrasyonda maruz birakilan gruplar) ve
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pozitif yani EMS kontrollere (24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca genotoksik
etki yaptig1 bilinen EMS (5 mg/L) maddesine maruz birakilan gruplar) iliskin
sonuclar da mevcuttur. Resim 4.1. ve 4.2.’de niikleus anomalilerinden biniikleus ve

mikroniikleus’a iligkin 6rnekler verilmistir.

Centikli niikleus, tomurcuklu niikleus, loblu niikleus, biniikleus ve mikroniikleus
acisindan gruplar istatistiksel olarak degerlendirildiginde varyanslarin homojenligi
saglanamadig1 i¢cin non-parametrik testler uygulanmistir. Dolayisiyla istatistiksel
karsilastirmalarda parantez igerisinde belirtilen ortanca degerler dikkate alinmustir.
48 saat boyunca asetona maruz birakilan gruptaki baliklardan elde edilen kanlardan
saglikli sonug elde edilemedigi i¢in degerlendirmeye alinmamigtir. Her akvaryumdan
5 adet balik alinmis ve her baliktan da {i¢ adet paralelli ¢aligilarak (li¢ adet lam
hazirlanmistir), 100X biiylitmede her bir 6rnekten 1000 hiicre sayilmistir. Ancak
uygulama sonucunda saglikli veri elde edilemeyen Ornek ve preparatlar
kullanilamadig1 i¢in bazi1 gruplarda Ornek sayilari daha az olmustur. Kontrol
grubunda diger gruplara kiyasla daha fazla sayida balik (n=14) ile ¢alisilmistir. 96
saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan grupta 10 adet balik kullanilmasinin
nedeni mevcut ¢alismaya ilaveten, bu gruptan elde edilen kan 6rneklerinde ilave bir
calisma olarak hematolojik ve biyokimyasal analizlerinde gerceklestirilmis

olmasidir.

Gruplar ¢entikli niikleus agisindan degerlendirildiginde kontrol grubundan elde
edilen frekans 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan
gruplardan elde edilen frekanslardan farkli bulunurken (P<0,05), diger gruplarla
benzer bulunmustur (P>0,05). En yiiksek frekans 0,66 degeri ile 7 giin boyunca
chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruptan elde edilse de bu sonu¢ asetona maruz
kalan gruplarla karsilastirildiginda istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).
Chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma siiresi arttikca centikli niikleus goriilme siklig

artmustir ancak istatistiksel olarak gruplar arasinda farklilik goriilmemistir (P>0,05).

Gruplar tomurcuklu niikleus agisindan degerlendirildiginde kontrol grubundan elde

edilen frekans 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz
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kalan gruplardan elde edilen frekanslardan farkli olarak bulunurken (P<0,05), diger
gruplarla benzer bulunmustur (P>0,05). En yiiksek frekans 96 saat ve 7 gilin boyunca
chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplardan elde edilirken, bu gruplardan elde edilen
degerler, chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan diger gruplar ve 7 giin boyunca asetona
maruz kalan grup ile 24 saat boyunca EMS’e maruz kalan grupla benzer bulunmustur
(P>0,05). Genel olarak chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma siiresi arttikca tomurcuklu
niikleus goriilme siklig1 artmigtir ancak istatistiksel olarak gruplar arasinda farklilik

goriilmemistir (P>0,05).

Gruplar loblu niikleus agisindan degerlendirildiginde ise biitiin gruplardan elde edilen
frekans degerleri kendi aralarinda benzer bulunmus (P>0,05), olup elde edilen
degerler  arasindaki  farkliliklarin  bireyler  arasindaki  farkliliklardan

kaynaklanabilecegi yorumuna varilmistir.

Gruplar biniikleus acisindan degerlendirildiginde kontrol grubundan elde edilen
frekans 96 saat ve 7 giin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplardan elde
edilen frekanslardan farkli olarak bulunurken (P<0,05), diger gruplarla benzer
bulunmustur (P>0,05). Chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplardan elde edilen
degerler kendi aralarinda da benzerlik gostermektedir (P>0,05).

Gruplar mikroniikleus acisindan degerlendirildiginde ise kontrol grubundan elde
edilen frekans 24 saat ve 7 giin boyunca EMS’e maruz kalan gruplardan ve 24 saat,
48 saat, 96 saat ve 7 gilin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplardan elde
edilen frekanslardan farkli olarak bulunurken (P<0,05), diger gruplarla benzer
bulunmustur (P>0,05). En diislik frekans degeri kontrol grubundan elde edilirken, en
yuksek frekans ise 2,66 degeri ile 7 giin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan
gruptan elde edilmis olup, bu gruptan elde edilen frekans degeri diger gruplarla
karsilagtirildiginda  istatistiki  yonden farkli olarak bulunmustur (P<0,05).
Chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma siiresi uzadik¢a mikroniikleus goriilme siklig1 da
artmistir. 24 saat, 48 saat ve 96 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan
gruplardan elde edilen degerler kendi aralarinda benzerlik gosterirken (P>0,05), elde

edilen degerler benzer sekilde 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca EMS’e
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maruz kalan gruplardan elde edilen degerler ile de benzerlik gostermektedir

(P>0,05).

Resim 4.1. Eritrositlerde goriilen niikleus anomalisi, bintikleus

Resim 4.2. Eritrositlerde gézlemlenen mikroniikleus olusumu



Cizelge 4.1. Asetona, EMS’e (5 mg/L), subletal dozda (16 pg/L) CE’e maruz kalan ve kontrol grubu sazan fingerlinglerinin

eritrositlerinde niikleus anomalileri ve mikroniikleus sonuglari, %o ortalama + st. hata (ortanca deger)
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Deneme gruplari Centikli niikleus Tomurcuklu niikleus | Loblu niikleus Biniikleus Mikroniikleus
Kontrol 0,10+0,05 a 0,07+0,07 a 0,14+0,05 a 0,14+0,08 a 0,41+0,11 a
n=14 (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,42)
ASEK?24saat 0,20+0,20 abc 0,20+0,20 ab 0,40+0,24 a 0,80+0,37 ab 0,60+0,24 ab
n=>5 (0,00) (0,00) (0,00) (1,00) (1,00)
ASEK48saat * * * * *

n=0

ASEK96saat 0,33+0,19 abc 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,11+0,11 a 0,72+0,15 ab
n=3 (0,33) (0,00) (0,00) (0,00) (0,66)
ASEK7giin 1,07+0,97 abc 0,22+0,22 abc 0,11£0,11 a 0,35+0,19 ab 1,09+0,54 ac
n=3 (0,20) (0,00) (0,00) (0,40) (1,60)
EMSK?24saat 0,00+0,00 a 0,31+0,12 be 0,04+0,04 a 0,50+0,20 ab 1,69+0,28 ¢
n=4 (0,00) (0,38) (0,00) (0,50) (1,75)
EMSKA48saat 0,00+0,00 a 0,17+0,17 ab 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,83+0,44 ac
n=3 (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (1,00)
EMSKO96saat 0,22+0,22 abc 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,11+0,11 a 1,11+0,67 ac
n=3 (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (1,00)
EMSK7giin 0,13+0,08 ab 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,05+0,05 a 1,7320,39 ¢
n=5 (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (1,75
CE24saat 0,30+0,20 abc 0,38+0,20 be 0,20+0,20 a 0,47+0,23 ab 1,13+0,16 bc
n=>5 (0,00) (0,25) (0,00) (0,33) (1,00)
CE48saat 0,40+0,16 be 0,50+0,17 be 0,00+0,00 a 0,40+0,24 ab 1,43+0,36 bc
n=5 (0,33) (0,50) (0,00) (0,00) (1,66)
CE96saat 0,62+0,24 be 1,18£0,31 ¢ 0,20+0,09 a 0,77+£0,16 b 1,64+0,34 ¢
n=10 (0,33) (0,83) (0,00) (0,66) (1,42)
CE7giin 0,70£0,13 ¢ 1,21+0,44 ¢ 0,38+0,13 a 0,72+0,24 b 2,90+0,45 d
n=>5 (0,66) (0,66) (0,33) (1,00) (2,66)

* Saglikli sonug elde edilemedi
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4.2. Histopatoloji Sonuc¢lar1

EMS yalnizca genotoksisite testinin pozitif kontrolii olarak kullanildigr i¢in bu
gruptaki baliklarda histopatolojik muayene yapilmamistir. Kontrol ve aseton kontrol
gruplarindan alinan baliklardan hazirlanan preparatlarda ise herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanilmamistir. Her akvaryumdan 5’er adet balik alinmistir
ancak 96 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruptan alinan baliklardan
birinden hazirlanan preparata iliskin saglikli degerlendirme yapilamadigindan, bu
grupta degerlendirmeler 4 balik {izerinden yapilmis olup, diger gruplarda
histopatolojik  incelemeler ve  degerlendirmeler 5’er  balik  iizerinde
gerceklestirilmistir.  Sazan  fingerlinglerinin  nekropsilerinde i¢  organlarda
makroskopik bulguya rastlanmamistir. Kontrol grubu ve chlorpyrifos-ethyl’e maruz
kalan gruplardan elde edilen deri (kas) orneklerinde herhangi bir histopatolojik

bulguya rastlanilmamistir. Histolojide kullanilan bazi1 terimler EK-2’de verilmistir.

4.2.1. Hepatopankreas dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Chlorpyrifos-ethyl’e iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 16 pg/L
konsantrasyona 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz birakilan sazan
fingerlinglerinden elde edilen hepatopankreas dokulara iliskin histopatolojik

bulgular Cizelge 4.2. de verilmistir.

Hepatik dokularda albumin dejenerasyonu, hidropik dejenerasyon, pasif hiperemi ve
hiperemi ile pankreatik dokularda hiperemi bulgular1 baliklarin biiyiik bir
cogunlugunda goriilen en Onemli bulgular olarak tespit edilmistir. Bu bulgulara
ilaveten pankreatik dokularda pasif hiperemi, yaglanma, pankreatitis, pankreasin
ductusunda ve damarlarda hiperemi, damarlarda dolgunluk, perihepatitis, hepatik
dokularda c¢ok siddetli kanama, 6dem, yangi, trombus, fokal hepatit, nekroz, safra
kanalinin etrafinda nekroz, fokal kanama gozlemlenen diger bulgular arasindadir. 48
saat, 96 saat ve 7 giin boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakilan bazi baliklardan
hazirlanan bazi preparatlarda saglikliya yakin hepatik doku bulgusu da tespit

edilmigtir. Chlorpyrifos-ethyl’e daha uzun siire maruz kalma hepatopankreas
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dokularinda elde edilen bulgularin siddetlenmesine ve/veya goriilen histopatolojik
bulgularin daha yogun olmasma ve daha fazla balikta goriilmesine sebebiyet

vermemistir. Sazan baliklarindan elde edilen hepatopankreas dokularina iliskin

histopatolojik bulgularin resimleri Resim 4.3.- 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Subletal dozda (16 pg/L) chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan
fingerlinglerinin hepatopankreas dokularinda goriilen
histopatolojik bulgular, Adet-(%)

Hepatopankreas CE24saat CEA48saat CE96saat CE7giin
Dokularinda Histopatolojik | Adet-(%) Adet-(%) Adet-(%) Adet-(%)
Bulgular n=5 n=5 n=4 n=5
Hepatik  dokuda  albumin | 5-(100) 5-(100) 2-(50) 3-(60)
dejenerasyonu

Pankreatik dokuda damarlarda | 1-(20) -(0) -(0) -(0)
dolgunluk

Hepatik  dokuda  hidropik | 2-(40) -(0) 2-(50) 2-(40)
dejenerasyon

Hepatik dokuda pasif hiperemi | 4-(80) 5-(100) 2-(50) 3-(60)
Hepatik dokuda hiperemi 5-(100) 3-(60) 2-(50) 4-(80)
Hepatik dokuda c¢ok siddetli | 1-(20) -(0) -(0) -(0)
kanama

Pankreatik dokuda hiperemi 3-(60) 3-(60) -(0) 2-(40)
Pankreatik ~ dokuda  pasif | 1-(20) 1-(20) -(0) -(0)
hiperemi

Hepatik doku saglikliya yakin | -(0) 1-(20) 2-(50) 1-(20)
Pankreatik dokuda yaglanma -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Hepatik dokuda yangi -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Pankreatitis -(0) 1-(20) -(0) 1-(20)
Perihepatitis -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Hepatik dokuda 6dem -(0) -(0) 1-(25) -(0)
Pankreatik doku ductusunda | -(0) -(0) 1-(25) -(0)
hiperemi

Hepatik dokuda trombus -(0) -(0) 1-(25) -(0)
Hepatik dokuda fokal hepatit -(0) -(0) 1-(25) -(0)
Hepatik dokuda nekroz -(0) -(0) 1-(25) -(0)
Safra  kanalimin  etrafinda | -(0) -(0) 1-(25) -(0)
nekroz

Pankreatik dokuda damarlarda | 1-(20) -(0) -(0) -(0)
hiperemi

Hepatik dokuda fokal kanama | 1-(20) -(0) -(0) -(0)
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Resim 4.4. Hepatik dokuda hiperemi (ok basi) ve hidropik dejenerasyon (ok)
(H&E,x100)
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Resim 4.5. Pankreatik dokuda hiperemi (H&E,x100)

4.2.2. Solunga¢ dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Chlorpyrifos-ethyl’e iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 16 pg/L
konsantrasyona 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz birakilan sazan
fingerlinglerinden elde edilen solunga¢ dokularna iliskin histopatolojik bulgular

Cizelge 4.3. de verilmistir.

Solunga¢ dokularinda hiperemi, telangiektazi, hiperplazi, bransitis, édem, klorit
hiicre hiperplazisi ve fiizyon sazan fingerlinglerinde en c¢ok tespit edilen
histopatolojik bulgular olarak belirlenmistir. Solunga¢ dokularinda kanama, epitel
ayrilmasi, yangi, hafif bransitis, nekroz, klorit hiicre hiperplazisine bagli fiizyon
tespit edilen diger bulgular arasindadir. Siklikla goriilen histopatolojik bulgular i¢in
24 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma dahi yeterli olmustur. Toksik
maddeye daha uzun siire maruz kalma solunga¢ dokularinda elde edilen bulgularin

siddetlenmesine ve/veya goriilen histopatolojik bulgularin daha yogun olmasina ve



52

daha fazla balikta goériilmesine sebebiyet vermemistir. Bununla birlikte chlorpyrifos-
ethyl’e maruz birakilan sazan fingerlinglerinin higbirisinde saglikli solungag
dokusuna rastlanilmamistir. Sazan baliklarindan elde edilen solunga¢ dokularina

iligskin histopatolojik bulgularin resimleri Resim 4.6.- 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.3. Subletal dozda (16 pg/L) chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan
fingerlinglerinin solunga¢ dokularinda goriilen histopatolojik bulgular,

Adet-(%)
Solungac¢ Dokularinda | CE24saat | CE48saat | CE96saat CE7giin
Histopatolojik Bulgular Adet-(%) | Adet-(%) | Adet-(%) Adet-(%)
n=5 n=5 n=4 n=5
Hiperemi 1-(20) 5-(100) 3-(75) 2-(40)
Telangiektazi 2-(40) 3-(60) 1-(25) -(0)
Hiperplazi 1-(20) 4-(80) 1-(25) 1-(20)
Yangi 1-(20) 1-(20) -(0) -(0)
Bransitis 4-(80) 5-(100) 3-(75) 1-(20)
Odem 1-(20) -(0) 1-(25) -(0)
Klorit hiicre hiperplazisi 1-(20) -(0) 1-(25) -(0)
Kanama 1-(20) -(0) -(0) -(0)
Epitel ayrilmasi -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Fiizyon -(0) 2-(40) -(0) 2-(40)
Hafif bransitis -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Nekroz -(0) 1-(20) -(0) -(0)
Klorit hiicre hiperplazisine | -(0) -(0) 1-(25) -(0)
bagl fiizyon




Resim 4.7. Sazan baliklarinda kontrol grubuna ait solungag kesitleri (H&E, x250)
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L Sy

Resim 4.9. Solungag¢ dokularinda goriilen hiperemi (kirmizi ok), klorit hiicre
hiperplazisi (siyah ok), flizyon (beyaz ok) (H&E,x100)
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Resim 4.10. Solunga¢ dokularinda epitel ayrilmas: (H&E,x100)

4.2.3. Bobrek dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Chlorpyrifos-ethyl’e iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 16 pg/L
konsantrasyona 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz birakilan sazan
fingerlinglerinden elde edilen bobrek dokularina iliskin histopatolojik bulgular
Cizelge 4.4. de verilmistir.

Bobrek dokularinda kanama, siddetli kanama, hiperemi, bowman kapsiiliinde
genigleme, bobrek dokularinda melanizasyon, tubulun etrafinda melanizasyon,
tubulun bazal membranimni ayirmis (tubulde melanizasyon), sismis glomerulus,
tubullerde hidropik dejenerasyon, bobrek dokularinda 6dem chlorpyrifos-ethyl’e
maruz kalan sazan fingerlinglerinde en ¢ok rastlanan histopatolojik bulgulardir. Bu

bulgulara ilaveten bobrek dokularinda kanamaya bagli 6dem, bowman kapsiiliinii
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doldurmus, yok olmus cavum glomerili, genislemis cavum glomerili, cavum
glomerulusta atrofi, cavum glomerili ¢evresinde melanizasyon, i¢i bosalmis ve
yikimlanmis bowman kapsiilii, bobrek dokularinda nekroz, siddetli hiperemi,
kompresyon atrofi, damarda ve damar ¢evresinde melanizasyon, dokuda kistik yapz,
tubulleri gblgede birakacak sekilde bobrek dokusunda ¢ok siddetli kanama, bobrek
kapsulasinda 6dem, kapsulada ve kapsulanin diginda da kanama, damarda genisleme,
dolgunluk gibi histopatolojik bulgulara da rastlanilmistir. Elde edilen histopatolojik
bulgular 48 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma sonucunda goriilmeye
baglanmistir. Bununla birlikte chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakilan sazan
fingerlinglerinin 24 saatlik doz grubu hari¢ higbirisinde saglikli bobrek dokusuna
rastlanilmamis olup, 48 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan yalnizca 1
balikta, normal cavum glomerili bulgusu tespit edilmistir. Chlorpyrifos-ethyl’e daha
uzun slire maruz kalma, bobrek dokularinda elde edilen bulgularin siddetlenmesine
ve/veya goriilen histopatolojik bulgularin daha yogun olmasina, ve daha fazla sayida
balikta goriilmesine sebebiyet vermemistir. Bobrek dokularina iligskin elde edilen

histopatolojik bulgular Resim 4.11-4.16.”da verilmistir.

Resim 4.11. Bobrek dokusunda goriilen kanama (beyaz ok) ve 6dem(kirmizi ok)
(H&E,x100)
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Resim 4.12. Glomerulus sismis (kirmizi ok) ve bobrek dokusunda hiperemi (beyaz
ok) (H&E,x100)

Resim 4.13. Cavum glomeruli’de genisleme (beyaz ok) (H&E,x100)



Resim 4.15. Bobrek dokusunda kistik yapi (beyaz ok) (H&E,x100)
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Resim 4.16. Kontrol grubuna ait bobrek dokusu (H&E,x100)



Cizelge 4.4. Subletal dozda (16 pg/L) chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan

fingerlinglerinin bobrek dokularinda gdriilen histopatolojik bulgular,

60

Adet-(%)

Bobrek Dokusunda | CE24saat CE48saat CE96saat CE7giin

Histopatolojik Bulgular Adet-(%) Adet-(%) Adet-(%) Adet-(%)
n=5 n=5 n=4 n=5

Kanama -(0) 5-(100) 4-(100) 3-(60)

Siddetli kanama -(0) 1-(20) -(0) 1-(20)

Kanamaya bagli 6dem -(0) 1-(20) -(0) -(0)

Cavum glomerili normal -(0) 1-(20) -(0) -(0)

Hiperemi -(0) 3-(60) 3-(75) 3-(60)

Bowman kapsiiliinde | -(0) 1-(20) 1-(25) -(0)

genisleme

Melanizasyon -(0) 3-(60) 2-(50) 2-(40)

Tubulun etrafinda | -(0) 1-(20) 2-(50) -(0)

melanizasyon, tubulun

bazal membranini ayirmis

(tubulde melanizasyon)

Glomerulus sismis -(0) 1-(20) 1-(25) -(0)

Cavum  glomerili  yok | -(0) -(0) 1-(25) -(0)

olmusg, bowman kapsiiliinii

doldurmus

Tubullerde hidropik | -(0) 1-(20) 1-(25) -(0)

dejenerasyon

Odem -(0) 1-(20) 3-(75) 1-(20)

Bowman kapsiiliiniin i¢i | -(0) 1-(20) -(0) -(0)

bosalmig

Nekroz -(0) 1-(20) -(0) -(0)

Siddetli hiperemi -(0) -(0) 1-(25) -(0)

Bowman kapsiilii | -(0) -(0) 1-(25) 1-(20)

yikimlanmig

Kompresyon atrofi -(0) -(0) 1-(25) -(0)

Damarda ve damar | -(0) -(0) 1-(25) -(0)

cevresinde melanizasyon

Kistik yap1 -(0) -(0) 1-(25) 1-(20)

Cavum glomerili | -(0) -(0) -(0) 2-(40)

genislemis

Cok  siddetli  kanama, | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

tubulleri golgede birakmig

Cavum glomerulusta atrofi | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

Cavum glomerili | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

cevresinde melanizasyon

Bobrek dokusunun | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

kapsulasinda 6dem

Kapsulada kanama, | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

kapsulanin  diginda da

kanama var

Damarda genisleme, | -(0) -(0) -(0) 1-(20)

dolgunluk
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada sazan fingerlingleri chlorpyrifos-ethyl icin subletal doz olarak
belirlenmis olan 16 pug/L konsantrasyona, 24, 48, 96 saat ve 7 giin boyunca maruz

birakilmislardir.

Denemeler sonunda baliklardan elde edilen periferal eritrositlerde niikleus
anomalileri ve mikroniikleus farkli frekanslarda tespit edilmistir. Niikleus anomalileri
acisindan chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplar ile kontrol gruplar1 arasindaki
farkliliklar istatistiki yonden onemli bulunmazken (P>0,05), mikroniikleus testi
sonucunda chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0,05) ve maddenin genotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Uygulama siiresi arttikca niikleus anomalileri ve mikroniikleus

frekansinda artis gézlemlenmistir.

Hepatopankreas dokularinda albumin dejenerasyonu, hidropik dejenerasyon,
hiperemi ile solunga¢ dokularinda hiperemi, telangiektazi, hiperplazi, bransitis,
O6dem, klorit hiicre hiperplazisi, epitel ayrilmasi1 ve fiizyon ile bobrek dokularinda
kanama, hiperemi, melanizasyon, 6dem, bowman kapsiiliinde genisleme, tubulun
etrafinda melanizasyon, sismis glomerulus, tubullerde hidropik dejenerasyon,
chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan fingerlinglerinde en c¢ok rastlanan
histopatolojik bulgulardir. Kontrol gruplarinda herhangi bir histopatolojik bulguya
rastlanilmamustir. Chlorpyrifos-ethyl’e daha uzun siire maruz kalma, dokularda elde
edilen bulgularin siddetlenmesine ve/veya goriilen histopatolojik bulgularin daha ¢ok

olmasina, ve daha fazla sayida balikta goriilmesine sebebiyet vermemistir.

Sazan baliklarinda chlorpyrifos-ethyl’den farkli toksik maddelerin genotoksik
etkilerini belirlemek {iizere mikroniikleus testinin [Grisolia and Starling, 2001;
Buschini et al., 2004; Cavas and Konen, 2007; Cavas, 2008; Garcia-Medina et al.,
2011] ve histopatolojik verilerin kullanildig1 ¢calismalar [Cengiz, 2006; Ayas et al.,
2007; Sepici-Dingel et al., 2009; Velisek et al., 2010; Ba-Omar et al., 2011]

mevcuttur. Bununla birlikte chlorpyrifos-ethyl’in sazandan farkli balik ve kabuklu su
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tiriinlerinde meydana getirdigi davramis degisiklikleri, histopatolojik, genotoksik,
hematolojik ve morfolojik etkiler, asetilkolinesteraz, oksidatif stres ve antioksidan
enzimleri ile steroid hormon seviyeleri lizerine olan etkilerinin incelendigi ¢aligmalar
da mevcuttur [De Silva and Samayawardhera, 2002; Rao et al., 2003; Okechukwu et
al., 2007; Ali et al., 2008; Kavitha and Rao, 2008; Yilayaz, 2008a, b; Ali et al., 2009;
Ghedira et al., 2009; Woke and Aleleye-Wokoma, 2009; Xuereb et al., 2009; Orug,
2010]. Ancak chlorpyrifos-ethyl’in sazan baliklar1 tizerinde davranis degisiklikleri ve
asetilkolinesteraz enziminin seviyeleri iizerine etkilerinin incelendigi calismalar
mevcut olsa da [Halappa and David, 2009; Xing et al., 2010], genotoksik ve

histopatolojik etkilerinin incelendigi bir calismaya literatiirde rastlanilmamastir.

Balik periferal kan yaymalarindan hazirlanan preparatlarda normal ve
mikroniikleuslu ¢ekirdek yapisina sahip eritrositler yaninda kendiliginden
bulunabilen ve genotoksik etki sonucunda frekanslar1 arttig1 gdzlenen bazi niikleus
anomalilerine de rastlanmistir. Gruplar ¢entikli ve tomurcuklu niikleus agisindan
degerlendirildiginde chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma siiresi arttikca centikli ve
tomurcuklu niikleus goriilme sikligi artmistir ancak istatistiksel olarak uygulama
dozlar arasinda farklilik goriilmemistir (P>0,05). Loblu niikleus agisindan gruplar
degerlendirildiginde ise kontrol grubu dahil biitiin gruplardan elde edilen frekans
degerleri kendi aralarinda benzer bulunmus (P>0,05), olup elde edilen degerler
arasindaki farkliliklarin bireyler arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
yorumuna varilmistir. Biniikleus agisindan degerlendirildiginde, chlorpyrifos-ethyl’e
maruz kalan gruplardan elde edilen degerler kendi aralarinda benzerlik
gostermektedir (P>0,05). Niikleus anomalilerine iligkin elde edilen bu bulgular hem
degerler itibari ile hem de toksik maddeye maruziyete iliskin olarak bu anomalilerin
frekansinin artmasina bagh olarak Cavas and Ergene-Goziikara, [2005b]; Ergene et

al. [2007a] ile benzerlik gdsterirmistir.

Gruplar mikroniikleus ag¢isindan degerlendirildiginde ise en diisiik frekans degeri
kontrol grubundan elde edilirken, en yiiksek frekans ise 2,66 degeri ile 7 giin
boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruptan elde edilmis olup, bu gruptan elde

edilen frekans degeri diger gruplarla karsilagtirildiginda istatistiki yonden farkl
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olarak bulunmustur (P<0,05). Chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma siiresi uzadikca
mikroniikleus goriilme siklig1 da artmistir. 24 saat, 48 saat ve 96 saat boyunca
chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan gruplardan elde edilen degerler kendi aralarinda
benzerlik gostermistir (P>0,05). Bu ¢caligmada sazan baliklarindan uygulama siiresine
bagl olarak artarak elde edilen mikroniikleus frekansi bulgusu chlorpyrifos-ethyl’e
maruz kalan C. punctatus’tan elde edilen bulgularla benzerdir [Ali et al., 2008; Ali et
al., 2009]. Ancak bu iki ¢aligmadan elde edilen mikroniikleus frekanslari, bu
calismada chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalan sazan baliklarindan elde edilen
degerlerden diisiik bulunmustur. Elde edilen sonucglardaki farkliliklar farkli balik
tiirleri ve dozlarla ¢alisilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ali et al. [2008] ve
Ali et al. [2009] tarafindan yapilan ¢aligmalarda chlorpyrifos-ethyl C. punctatus
baliklarinda ¢ok farkli dozlar seklinde denenmis ve mikroniikleus frekansinin doz
artisina bagl olarak arttigi bulunmustur. Yine benzer sekilde Yilayaz [2008a, b]’in
calismalarinda farkli balik tiirlerinde chlorpyrifos-ethyl’in  genotoksik etkisi
mikroniikleus testi ile arastirilmis ve baliklar farkli dozlara maruz birakilmigtir. Her
ne kadar farkli dozlar, farkli balik tiirleri lizerinde denenmis olsa da elde edilen
sonuglar bu ¢alismadan sazan baliklari ile elde sonuglarla, bu maddenin genotoksik
etkiler yaratabilecegi hususunda benzerlik goéstermektedir. Uygulanilan ve/veya
maruz kalian toksik madde chlorpyrifos-ethyl olmasa da sazan baliklari ile yapilan
iki calismada mikronukleus testi ile genotoksik etki arastirilmistir [Grisolia and
Starling, 2001; Garcia-Medina et al., 2011]. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her
iki caligmada da toksik maddeye maruziyet sonrasinda baliklarin eritrositlerinde

mikroniikleus frekansinin arttig1 goriilmiistiir.

Daha Oncede belirtildigi {tizere; chlorpyrifos-ethyl’in sazan baliklar1 iizerinde
yaratmis oldugu histopatolojik etkilerin incelendigi bir ¢caligmaya rastlanilmadig igin
bu calismadan elde edilen bulgular chlorpyrifos’un histopatolojik etkilerinin farkl
baliklar iizerinde solungaclar yoniinden incelendigi iki ¢aligma [De Silva and
Samayawardhena, 2002; Rao et al., 2003] ve farkli toksik maddelerin sazan baliklar1
tizerinde yaratmis oldugu histopatolojik etkilerin incelendigi calismalar [Cengiz,
2006; Ayas et al., 2007; Sepici-Dingel et al., 2009; Velisek et al., 2010; Ba-Omar et
al., 2011] ile karsilastirilmastir.
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Solunga¢ dokularinda birgok patolojik degisiklik tespit edilmis olup, histopatolojik
bulgular i¢in 24 saat boyunca chlorpyrifos-ethyl’e maruz kalma dahi yeterli
olmustur. Toksik maddeye daha uzun siire maruz kalma solunga¢ dokularinda elde
edilen bulgularin siddetlenmesine ve/veya goriilen histopatolojik bulgularin daha
yogun olmasina ve daha fazla balikta goriilmesine sebebiyet vermemistir. Bununla
birlikte chlorpyrifos-ethyl’e maruz birakilan sazan fingerlinglerinin higbirisinde
saglikli solunga¢ dokusuna rastlanilmamistir. Solunga¢ dokularinda tespit edilen
bulgular De Silva and Samayawardhena [2002], Rao et al. [2003] ve Ba-Omar et al.
[2011] ile benzerlik gostermektedir. Hepatopankreas ve bobrek dokularindan elde
edilen bulgular kismen Velisek et al. [2010] ile benzerlik gosterirken, sentetik bir
piretroid olan ve farkli bir etki mekanizmasina sahip olan cyfluthrin’e maruz kalan
sazan baliklarinin solungag ve hepatopankreas dokularindan elde edilen bulgular da
[Sepici-Dingel et al., 2009], bu ¢alismada sazan baliklarindan elde edilen bulgular ile
benzerlik gdstermektedir. Ayas et al. [2007] tarafindan Sariyar barajindan yakalanan
sazan baliklarinin bobreklerinin tubullerinde elde edilen dejenerasyon bulgusu bu

calismadan elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Chlorpyrifos-ethyl’in bu c¢alismada sazan baliklar1 iizerinde yapmis oldugu
genotoksik ve histopatolojik etkiler géz Oniinde bulunduruldugunda, bu pestisitin
diinyadaki kullanimmin yayginligina, kullanim alaninin ¢esitligine ve ¢ok
kullaniliyor olmasina da bagl olarak sucul organizmalara iligkin olarak yaratacak
oldugu potansiyel tehlikeye iliskin daha fazla 6nem verilmeli ve daha detayh
calismalarla sucul organizmalarda ozellikle de baliklardaki mekanizma ve DNA
metabolizmas1 ile olan interaksiyon acgiga ¢ikarilarak, pestisitin mutajenik ve

genotoksik durumu daha detayli olarak ortaya ¢ikarilmalidir.

Sonug olarak chlorpyrifos-ethyl’in sazan baliklar1 tizerindeki genotoksik etkilerini
belirlemek iizere daha farkli dozlar1 da kapsayan denemeler gergeklestirilmelidir ve
bu denemelerde DNA’daki kirilmalar hakkinda daha fazla bilgi edinmemizi saylayan
alkali tek hiicre jel elektroforezi yani Komet testi kullanilmalidir. Bununla birlikte
farkli dozlarda gerceklestirilecek olan bu c¢alismalarda histopatolojik verilerde

biyoindikator olarak degerlendirilmelidir. Benzer sekilde sazan baliklarinda
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chlorpyrifos uygulamasindan sonra asetilkolinesteraz  enziminin aktivitesi
incelenmeli, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerle birlikte

degerlendirilmelidir.
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EK-1. Histolojik Incelemelerde Kullanilan Cozeltiler

BOUIN SOLUSYONU (Roberts, 2001)

Doymus pikrik asit soliisyonu 75 mL
Formalin (% 37-40 formaldehit) 25 mL
Asetik asit (glacial) 5SmL

HARRIS ALUM HEMATOKSILEN (Luna, 1968)

Hematoxylin crystal 5¢g
Alkol, absolute 50 mL
Amonyum ve Potasyum Alum 100 g
Saf su 1000 mL
Mercuric oxide (kirmizi) 25¢g
Glacial asetik asit 2-4 mL
HAZIRLANISI

-Hematoksilen alkol i¢inde, alum da suda 1sitilarak ¢oziiliir.

-Alum ¢ozeltisi ates tistiinden alinip iki ¢ozelti karistirilir.

-Cozelti karisimi miimkiin oldugu kadar ¢abuk kaynatilir ve atesten alinip iizerine
yavagea merklirik oksit eklenir.

-Soliisyon koyu mor renk alincaya kadar tekrar kaynatilir. Sonra kap hemen soguk su
icine oturtularak soguyuncaya kadar tutulur. Her 100 mL boya i¢in 2-4 mL glacial

asetik asit eklenir. Boya kullanmadan once siiziiliir (Benli, 2006)

EOSIN-PHLOXINE SOLUSYONU (Luna, 1968)

Stok Eosin Soliisyonu

Eosin Y, suda ¢oziilen lg
Distile su 100 mL
Phloxine B lg

Distile su 100 mL



EK-1. (Devam) Histolojik Incelemelerde Kullanilan Cozeltiler

Calisma Soliisyonu

Stok Eosin solusyonu 25 mL
Stok Phloxine Solusyonu 2.5 mL
Alkol, % 95 195 mL

Glacial asetik asit 1 mL

Tim ¢ozeltiler alkol ve glacial asetik asit ile karistirilir (Luna, 1968).
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EK-2. Histolojide Kullanilan Bazi1 Terimler (Bruno and Poppe, 1996; Erer vd., 2000)

Yangi: Endojen ve eksojen gesitli zararli etkenlere karsi organizmanin gosterdigi
vaskiiler, hlimoral, sinirsel ve hiicresel reaksiyonlarin tiimiine verilen isimdir.

Albumin dejenerasyonu: (Bulanik siskinlik): Daha hafif bir siskinligi tanimlamak

icin kullanilan bir terimdir. Sitoplazma siskin, acik renkli ve graniiller halinde
koagiile proteinler igerdiginden bulaniktir. Bu graniiller protein yapisinda olduklari
icin albumin dejenerasyonu adini almigtir.

Hidropik dejenerasyonu: Daha siddetli akut hiicre siskinligi sekillerindendir.

Hidropik dejenerasyonda hiicre sitoplazmasinda asir1 miktarda ve sitoplazmanin her
tarafina yayilmig bir sivi artist vardir. Siddetli olgularda su alan hiicreler balon gibi
sismislerdir.

Hiperemi: Arteriyel damarlarin dilatasyonu sonucu bir bolgeye arteryal kanin
fazlaca gelmesi olayidir.

Pasif hiperemi: (Konjesyon): Venoz kanin doniisiiniin engellenmesi veya dokularin

bir bolgesinde veya tamaminda birikmesi olayidir.

Telangiektazi: Kilcal damarlarin dilatasyonudur.

Glomerulonefritis: Glomerulusta yangidir.

Bransitis: Solungaclarda yangi

Apoptozis: Programlanmis hiicre 6liimii. Cok hiicreli organizmalarin genetik
sifrelerinde bulunan “hiicre intihar1” programlarinin gelisimsel veya c¢eversel
uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya ¢ikan, gelisim ve farklilagsma sirasinda organ
yapisi ve islevlerinin aktif degisimini saglayan fizyolojik hiicre 6liimii.

Hipertrofi: Bir organin ya da dokunun biiyiikliigiindeki artmadir; o doku ya da
organa 0zgi hiicrelerin hacimce artigina baglidir.

Hiperplazi: Bir organin ya da dokunun biiylikliiglindeki artmadir; o doku ya da
organa 0zgi hiicrelerin sayica artigina baghdir.

Epiteliyal lifting: Epitel ayrilmasi

Nekroz: Bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun, ya da organin geri
dontisemez sekilde hasar gérmesi sonucu goriilen patolojik 6liim
Trombus: Canli organizmalarda kan O6gelerinin kalp ve damar i¢ yiiziine kitle

halinde yapismasi olayia tromboz, olusan kitleye trombiis denir. Baglica nedenler,
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EK-2. (Devam) Histolojide Kullanilan Bazi1 Terimler (Bruno and Poppe, 1996; Erer
vd., 2000)

kalp ve damar i¢ zarinda bozukluk, kan akiginin bozulmasi ve kanin pihtilagsma
egiliminin artmasidir.

Peritonitis: Karin organlarim1 orten zarin bir bolgede veya yaygin bigimde
iltihaplanmasidir.

Fiizyon: Birlesme

Atrofi: Bir organ veya olusumun, -herhangi bir nedenle- islevi de ileri derecede
azalmak veya ortadan kalkmak iizere kii¢iilmesi, korelme.

Kompresyon atrofisi: Hehangi bir viicut kismmin baski altinda kalis1 nedeni ile

gelisen atrofi
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