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OZET

Akrilamid, poliakrilamid malzemeleri yapmak i¢in kullanilan, ytiksek 1sida protein ile
sekerin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan bir kimyasaldir. Akrilamid ¢evrede
cok diisiik konsantrasyonlarda bulunsa bile, son yillarda endise yaratan kimyasal
gruplar1 arasinda yerini almistir. Caligmada, tath su 1stakozu dipte beslenmesi, besin
zincirindeki 6nemi ve OECD gibi uluslararas1 kuruluslar tarafindan standart test
organizmasi olmasi yoniiyle tercih edilmistir. Bu c¢alismada Tiirkiye’de genis bir
dagilim gosteren tath su istakozu Astacus leptodactylus’un dokularinda, cevresel
kirletici olarak yaygin bulunan akrilamidin, subletal diizeylerine (100 ve 200 mg/L)
48 saat ve 7 giin siire maruziyetin toplam hemosit sayilar1 ile solungag¢ ve
hepatopankreas dokularindaki histopatolojik etkileri arastirilmistir. Calismada
uygulama grubu tatli su 1stakozlarinin toplam hemosit sayilarinin kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak o©Onemli diizeyde bir azalma gosterdigi
saptanmustir (p< 0.05). Arastirmada, solungag ve hepatopankreas dokular1 histolojik
yontemlere uygun bir bicimde hazirlanmis ve histopatolojik yonden incelemeleri
yapilmistir. Akrilamidin subletal dozlarina maruz kalan uygulama gruplarinda kontrol
gruplarina gore bazi histopatolojik degisiklikler goézlenmistir. Uygulama grubu
solunga¢ dokularinda solunga¢ lamellerinde deformasyon ve solungag lamellerinde
hipertrofi (genisleme), hepatopankreas dokularinda ise, hepatopankreatik dokuda
dejenerasyon ve focal tiibiil epitel hiicre nekrozu gibi histopatolojik dejenerasyonlar
saptanmustir. Tespit edilen bu degisiklikler her bir uygulama grubuna ait tatli su 1stakoz
orneklerinde farkli sikliklarda olmakla birlikte, hemen hemen biitiin 6rneklerde
kaydedilmistir. Histopatolojik bulgular artan doz ve maruziyet siiresine bagli olarak
artis gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Astacus leptodactylus, Akrilamid, Toplam Hemosit Sayisi,
Histopatoloji

Aralik, 2020; 48 sayfa
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DETERMINATION OF TOXICITY OF ACRYLAMIDE ON NARROW
CLAWED CRAYFISH (Astacus leptodactylus Esch. 1823)
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ABSTRACT

Acrylamide is a chemical used to make polyacrylamide materials, resulting from the
reaction of protein and sugar at high temperatures. Although acrylamide is found in
very low concentrations in the environment, it has become one of the chemical groups
of concern in recent years. In the study, freshwater crayfish was chosen as a standard
test organism by international organizations such as OECD, and its importance in the
food chain. In this study, the crayfish Astacus leptodactylus, widely distributed in
Turkey, exposed to environmental pollutant of acrylamide at sublethal levels (100 and
200 mg / L) for 48 h and 7 days. Total hemocytes counts and gill and hepatopancreas
tissue were investigated histologically after exposed to acrylamide exposed crayfisih.
The total hemocyte counts of freshwater crayfish in the treatment group showed a
statistically significant decrease compared to the control groups (p < 0.05). In the
study, gill and hepatopancreatic tissues were prepared in accordance with histological
methods and examined histopathologically. Some histopathological changes were
observed in the exposure groups exposed to subletal doses of acrylamide compared to
the control groups. Histopathological degenerations such as deformation in the gill
lamellae and hypertrophy (enlargement) in the gill lamellae in the gill tissues of the
exposed group and degeneration in the hepatopancreatic tissue and focal tubule
epithelial cell necrosis were detected. Although these changes were at different
frequencies in freshwater crayfish samples belonging to each application group, the
lesionswere recorded in almost all exposed samples. Histopathological findings
increased with increasing the dose and exposure time.

Keywords: Astacus leptodactylus, Acrylamide, Total Hemocyte Counts,
Histopathlogy

Dec, 2020; 48 pages
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1. GIRIS

Tiirkiye’deki sucul ekosistemlerde genis bir dagilim gosteren ve halk arasinda kerevit
olarak adlandirilan tath su istakozu (Astacus leptodactylus, Eschscholtz, 1823),
ekonomik degeri yiiksek bir su {irlinii olmasinin anlasilmasiyla beraber 1960’11
yillardan itibaren 6nemli bir ihracat {iriinii haline gelmis ve zaman igerisinde kiymetini
giderek arttirmistir. Ulkemizdeki dogal su kaynaklarmdan sadece avcilik yoluyla elde
edilen bu tiiriin; intensif, yari-intensif ve ekstansif olmak tizere ii¢ farkl yetistiricilik

yontemiyle iiretilmesi miimkiindiir (Acara, 1992; Koksal 1988).

Tatli su 1stakozu istihsali iilke genelinde, 20’inci yiizyilin ikinci yarisindan baslayarak
yiikselen ticari degeri ve artan yurt disi talepleri neticesinde hizla ivme kazanmis, en
fazla iiretime de 1984 yilinda ulasmustir. Bu donemde, Fransa ve Isvec¢ gibi birgok
Avrupa devletine 5000 tonu asan bir ihracat gergeklestirilmistir (Koksal 1988). Tatli
su 1stakoz tretimi 1985 yilinda iilkemiz i¢ sularinda {iretilen diger tiim su
triinlerinin %17’sini olusturmustur. Avcilik araciligiyla elde edilen tiim tathi su
istakozlarinin neredeyse tamamu ihra¢ edilmistir (Erengin ve Koksal, 1977). Fakat
etkeninin Aphanomyces astaci (Rahe ve Soylu, 1989) oldugu bir mantar hastalig1
sebebiyle, o yillardaki en miihim ihracat tiriinlerimizden biri olan tatl su 1stakozunun
nesli yok olmakla kars1 karsiya kalmistir. 1985 senesinde 6244 tona ulasan tath su
1stakozu iiretimi 1991 yilina gelindiginde tath su istakoz vebasmin 6limciil etkisi
sonucu 320 tona kadar dismiistiir (Acara, 1992). Giiniimiizde ise dogal su
kaynaklarinda yer alan tath su istakoz stoklar1 kendini yenileyerek mevcudiyetlerini
korur vaziyette bulunmaktadir (Harhioglu, 2004). TUIK ’in (Tiirkiye Istatistik Kurumu)
verilerine gore 2018 yili igerisinde yurt ¢apindaki i¢ sularimizda istihsali yapilarak
elde edilen tath su istakoz miktar1 da 524 ton, 2019 yilinda ise 696 ton olarak
aciklanmistir (URL-1).

Diinya ve iilkemiz genelinde s6z konusu tath su istakoz tiiriine ait siirdiiriilen
calismalar, oncelikli olarak yetistiricilik imkanlarinin gelistirilmesi ve 1stakoz vebasi

gibi ¢esitli hastaliklarin arastirilmasi konularinda yogunlastirilmstir.



Oysaki diinyadaki niifus artigimna paralel olarak yasanan gogler, carpik kentlesme,
dogal habitatlarin tahribati, beseri ve smai faaliyetlerden kaynaklanan etkenler
nedeniyle sahip oldugumuz su alanlarimizin giin gegtikce daha fazla Kirlenmesi,
bundan sonraki yapilacak ¢alismalarin kapsamimi genisletmeyi bir zorunluluk haline
getirmektedir. Kapsami genisletilerek gerceklestirilecek caligmalar sayesinde, Kirlilige
dogrudan veya dolayli yollardan maruz kalan sucul canlilarin hem kendilerinde hem
de baglantili olduklar1 ekosistemlerde meydana gelmesi muhtemel olumsuzluklar
rahatlikla tespit edilebilecek ve kirleticilerin zararli etkileri giin yiiziine
cikartilabilecektir. Bu baglamda; uluslararasi bir kurulus olan Ekonomik Kalkinma ve
Isbirligi Orgiitii (OECD) tath su 1stakozunu standart test organizmasi olarak
nitelendirmistir. Boylece tath su 1stakozlar1 sucul ekosistemler {izerine etki eden
kirleticilerin toksik etkilerini belirlemek amaciyla ekotoksikolojik ¢calismalarda tercih

sebebi haline gelmistir.

Beseri girisimlerin ekosistemler iizerindeki baskisi giin gectikge artmakla beraber
ortaya ¢ikardig1 yikici etkileri de geri dondiiriilemez sonuglarin olusmasina sebebiyet
verebilmektedir. Cevreye, insana, tarimsal arazilere ve hayvancilik tiretim tesislerine
cesitli zararlar1 olan organizmalar1 engellemek, denetim altinda tutmak ya da o
organizmalarin yarattigi olumsuz etkileri bertaraf etmek maksadiyla pestisit denilen
madde veya maddelerden olusan karisimlar giinlimiiz diinyasinda miitemadiyen

kullanilagelmistir.

Halihazirda on bir milyon kimyasal ajandan aktif bir sekilde yararlanilmakta olup bu

ajanlara her yil yaklasik olarak 1000 adet daha yenileri eklenmektedir (Connell, 1999).

Oncelikli olarak yiiksek molekiil agirlikli poliakrilamidlerin iiretilme asamasinda
kullanilan, yiiksek 1sida protein ve sekerin tepkimeye girmesi sonrasinda ortaya ¢ikan,
suda ¢ozliniirliigt fazla, beyaz renkli ve kokusuz bir monomer olan akrilamid de yakin

gecmiste tanistigimiz ajanlardan yalnizca bir tanesidir.

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) tarafindan Grup 2A iginde
siniflandirilan ve insanlar igin olasi karsinojen madde olarak tanimlandirilan
akrilamidin, hayvanlar iizerinde DNA tahribatina ve kromozom sapmalarina sebep

oldugu yapilan deneyler ile gozlemlenmistir (Rice, 2005).



Akrilamidler vasitasiyla iiretilen poliakrilamidlerin takribi %80 - 90°lik kismi igme
suyu ve atik su arttimmda degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, poliakrilamidlerin
iiretimi esnasinda olusan atiklarin igme sularinda ve yiizey sularinda bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Akrilamidin toksik etkisine yonelik literatiire kazandirilan
caligmalarin ¢cogu memeliler iizerinde gergeklestirilmis olmasina karsin (Exon, 2006),
akrilamidin sucul ekosistemler tizerindeki ekotoksikolojik etkileri hususunda ortaya
konan siirli sayida ¢alisma yer almaktadir. Bu nedenle yapilan yeni ¢aligsmalar sucul
ekosistemlerde akrilamide rastlama ihtimalini g6z ardi etmeyecek sekilde

surdirilmektedir.

Bu calismada ise Tirkiye’de genis bir dagilim gosteren tatli su 1stakozu Astacus
leptodactylusun dokularinda, gevresel kirletici olarak yaygin bulunan akrilamidin,
subletal diizeylerinin toplam hemosit sayilar1 ile solunga¢ ve hepatopankreas
dokularindaki histopatolojik etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglar sucul ortamlarda akrilamidin yol agtig1 toksik etkilerin
belirlenmesini  saglayacak ve ayrica sucul omurgasizlarda yapilacak diger
histopatolojik ¢alismalara da katkida bulunacaktirr. Ote yandan cevre ve saglik

alanlarinda uygulayicilar tarafindan bu veriler kullanilabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1 Tath Su Istakozunun Biyolojisi

2.1.1 Sistematikteki yeri

A. leptodactylus’un sistematikteki yeri ¢izelge 2.1°deki gibidir (Smith, 2001).

Cizelge 2.1. Astacus leptodactylus’un sistematikteki yeri.

Alem :Animalia Hayvanlar

Sube :Arthropoda Eklem bacaklilar
Altsube :Crustacea Kabuklular

Simif Malacostracca Gelismis kabuklular
Takim :Decapoda Onayaklilar
Familya :Astacidae Tatli su 1stakozlari

Cins :Astacus -

Tiir :Astacus leptodactylus Tiirk tath su 1stakozu

2.1.2 Genel ozellikleri

Avrupa’nin en bilinen ve en ¢ok tercih edilen tath su 1stakoz tiirlerinden biri olan A.
leptodactylus, uzun kiskaglar1 sayesinde kolayca tespit edilebildiginden dolay1 “uzun
kiskagl” tath su 1stakozu olarak isimlendirilir. Bu tiire ayrica Tiirk tatli su 1stakozu,

Galigya, bataklik veya gol istakozu da denilmektedir (Koksal, 1988).

Ulkemizin muhtelif i¢sularinda yayilim gosteren tatli su 1stakozunun iki al tiiriiniin
(Astacus leptodactylus leptodactylus Eschscholtz, 1823 ve Astacus leptodactylus
salinus Nordman, 1824) bulundugu ise kimi arastiricilar tarafindan saptanmustir
(Erengin ve Koksal, 1977; Geldiay ve Kocatas, 1970).

A. leptodactylus’un rengi genel itibariyle yesildir. Ancak {izerinde kirmizi noktalar
ihtiva eden, saridan kahverengiye kadar degisebilen renk &zelliklerine sahip tatl su
istakozlar1 da vardir. Bu nedenle s6z konusu tiirlin goriiniisii ve rengi; cevreye,
yasadig1 ortama gore oldukga farklilik gosterir. Abdomenin ve karapaksim alt kismi ise

Kirli beyaz goriniimiindedir.



Ozellikle yasam alanlarinin yapist A. leptodactylus’un rengi iizerinde belirleyici bir
etki yaratir. Kumlu ve cakilli ortamlarda yasayanlarin kiskaglar1 bal sarisidir ve
tizerleri kahverengi noktalarla bezenmistir. Dipleri balgikli derin su kiitlelerinde
bulunanlarin ise renkleri daha koyudur. Ayrica, dar ve uzun kiskaclara sahiptirler. Bu
tath su istakozlarinin Kaslar1 zayiftir ve lizerinde kahverengi nodiiller yer almaktadir

(Alpbaz, 1993).

Tath su 1stakozlarmin viicutlar1 sefalotoraks ve abdomen olmak iizere iki béliimden
olugsmaktadir. Bas ve govde tek bir parca halinde birlesir ve sert bir karapaks ile
ortliliidiir. Karapaks’in gozler arasindan ileriye dogru uzanan ¢ikintisina rostrum adi
verilir. Tatli su 1stakozlarinda 19 ¢ift uzuv bulunur. Bunlarda ilk 13 ¢ifti ve gozler

sefaltoraks’tan, geriye kalan 6 ¢ift ise abdomenden ¢ikar (Erdem, 1993).

Karapaks genis veya dar, yumusak ya da sert olabilmektedir. Ayni zamanda
karapaksin yan tarafinda sayisi farklilik gosteren dikenler bulunabilir. Rostrum
genelde uzundur. Orta karina dikensiz olabilecegi gibi dis benzeri dikenlerle de
takviye edilmis olabilir. Karapaks gbzlerin ardinda bir ¢ift post orbital sirta sahiptir.
Bunlar iyi gelismis olup 6n kisimda sivri bir diken tasimaktadir. Kiskag ayagi oldukga
incedir ve genellikle erkeklerin kiskaci disilerinkinden daha uzundur. Erkeklerin kisa
kiskaglara sahip oldugu durumlarda gdzlenmistir. Ureme ayaginin ucu sivri ve
asimetriktir, ikinci ¢ifti ise iyi gelismistir. Karin pleuras1 dardir ve her zaman bir
diken tasir (Bott, 1950; Geldiay ve Kocatas, 1970; Koksal, 1988).

Tath su 1stakozlarinin su kiitlelerinde 6ne, yana, arkaya dogru hareket etmeye olanak
saglayan ekstremiteleri mevcuttur. Bu ekstremiteler araciligiyla tirmanma ve herhangi
bir cisimden rahatga kagabilme eylemlerini yapabilirler. Tatli su 1atakozlarmmn suyun
icerisindeki suyu itme giiciinii tiglincii ve dordiincii ¢ift ylirime ayaklar1 bityiik 6lgtide
karsilar. Boylece, tehlikenin olustugu durumlarda arka arka ¢abukga yiizebilirler. Bu
ylizme bigimi, tath su 1stakozunun, son derece biiyiik bir kas agiyla giiclendirilmis
kuyrugunu hizla dondiirmesi neticesinde meydana gelmektedir. Tehlike gectigi
zaman, arka arka daha yavas bir sekilde yiizer. Yiizme bacaklarinin hareket siirecine
etkisi ise olduk¢a azdir. Bu yiizme uzuvlarinin erkeklerde daha ¢ok sperm iletimi,

disilerde ise kulugkaya yatma evresinde katkis1 biiytiktiir.



Kuyruk ¢evirmede kullanilan kaslar, abdominal bolgenin ¢ogunlugunu kaplar ve tath
su 1stakozlarinin et ya da yiyecek olarak kullanilan bu boliimii kuyruk dondiirme

eylemini gergeklestiren kaslardan olusur (Holdich, 2002).

Tath su 1stakozlarmin 6ne dogru hareketi de ayni sekilde abdomende yatay olarak
yayilan dort ¢ift yiirime bacagi sayesinde gergeklesir. Bu bacaklar adim atarken {ist
iiste gelir, bu sirada her iki yandaki iki ardisik bacak daima viicudu destekler. Astacus
leptodactylus’un viicut kisimlarmin dorsal (sirt) ve ventralden (karm) goriiniisii Sekil

2.1°de verilmistir.

Anten

Kiskag

ik geneayagi(Maksilliped)

Ikinci gene ayag

Ayagi Agiz
g;ggfn Ylrlime {ciincti gene ayag:
Boyun oyugu {iglincti ylriime ayad

Karapaks ;

Dérdiincii Yiiriime

Ayadi Erkegin Birinci

Kopulasyon ayad

ayaklan
Sternum

Sekil 2.1. Erkek A. leptodactylus’un sirttan ve karindan goriiniisii (Cilbiz, 2010).

Tath su 1stakozlari, ekosisteminin tabii bir sekilde parcasidir. Beslenme aliskanliklari
bakimmdan omnivor Ozellikte olmalarina ragmen yasadiklar1 su kaynaklarinin
diplerindeki organik partikiilleri tiiketip kullanma becerileri de ayni oranda geligsmistir
(Huner, 1994). Bu sayede; tatli su istakozlari, organik maddelerin islenmesinde
tistlendikleri 6nemli rol nedeniyle ekosistemdeki enerji dengesinin korunmasina katki
sunmaktadirlar (Hessen vd., 1993; Wallace vd., 1997, Zhang vd., 2003). Ayrica,
coziilmekte olan maddeler iizerinden beslenen, su kiitlelerinin diplerindeki organik
pargaciklarin mineralizasyonunu saglayan ve i¢ sularda ¢esitlilik yaratan bu canlilar
icin “ekosistem miihendisi” tabiri de kullanilmaktadir (Zhang vd., 2004). Tath su
1istakozlar1 ayni zamanda, durgun su ve akarsu habitatlar1 icin anahtar tiir olarak

goriilmektedir (Hogger, 1988; Momot, 1995; Nystrom, 2002).



Bahse konu canlilarin, yeni bir sucul ortama dahil olmalar1 ya da bulunduklar1 sucul
ortamdan ayrilmalari o ekosistem tiizerinde ciddi sonuglara yol acabilmektedir

(Matthews ve Reynolds, 1992; Nystrom ve Strand, 1996).

Tath su istakozlarinin gelisim siiregleri; bulunduklari su kiitlesinin &zelliklerine,
mevsimsel sartlara ve yasadiklar1 ortamdaki gida maddelerinin yeterli diizeyde olup
olmamasmna gore degisiklik gosterir. Besin kaynagi kit olan sulardaki tatli su
istakozlarmin ge¢ kabuk degistirdigi ve zayif kaldigi gozlemlenmistir. Dogal
kosullarda Tiirk tatli su 1stakozunun 5 ile 20 yil arasinda yasadigi rapor edilmistir
(Atay, 1997). Tathi su 1stakozlar1 ayr1 eseyli iirerler. Astasid tathi su istakozlarda (A.
leptodactylus gibi) cinsel olgunluga ulasma yasi1 2-3 yildir ve bir tath su 1stakozu 8 -
9.5 cm boy ile 3 - 4 yasina geldiginde ¢iftlesme gergeklesir (Alpbaz, 1993). Ciftlesme
Ekim-Aralik aylarinda, su sicakligi 10 — 11 °C iken meydana gelir. Ciftlesme ile
spermlerin yumurtlama esnasinda dollenme isleminde kullanilmas1 arasindaki siire ise
6-8 hafta olabilmektedir (Alpbaz, 1993). Kis mevsimi boyunca diginin abdomeninde
tutulan yumurtalar, 5 - 6 ay sonra, Mayis ile Temmuz aylar1 arasinda agilir ve ¢ikan
larvalarin boyu 1 - 1.5 cm civarindadir. Astacus cinsine ait tath su 1stakozlarinin yasam

dongiileri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Astacus cinsine ait tath su 1stakozlarinin yasam dongiileri (Kumlu, 2001).

Tatl su 1stakozlar1 igin pek islevsel bir organ olan hepatopankreas ise, sefalotoraksda
konumlanmis olup ti¢ lobdan meydana gelmektedir. Sindirim esnasinda kullanilan
proteinaz ve lipaz gibi enzimler bu organdan salinmaktadir. Ayn1 zamanda birtakim
birlesimlerin {iretildigi ve asir1 6lgiide alian besinler ile bazi agir metal ve kalsiyumun
depolandig1 yer olmasi nedeniyle hepatopankreas, tath su istakozlarmin karacigeri
olarak da adlandirilir (Chen, 1998; Holdich ve Reeve, 1988; Vogt, 2002).

Hepatopankreas, kabuklu sucul canlilarin hayatlarini siirdiirdiikleri ortamlardaki
fizyolojik sartlarin tespit edilmesinde anahtar organ gérevi goren 6nemli bir kisimdir.
Krustaselerin hepatopankreasinda ihtiva eden rutubet ve enerji icerigi ile
hepatosomatik indeksi (HSI), bu canlilarin yasadiklar1 alanlardaki populasyon
yogunlugunun, yem kaynaklarinin ve su kalitesinin ne durumda olduguna dair bilgilere

ulagmamizi saglayan giivenilir indikatorlerdir.



S6z konusu gosterge degerleri beslenme, kabuk degistirme ve lireme donemlerine
bagli olarak azalir veya artar (Jussila, 1997a). Abdomenlerinde yumurta tasidiklari
donemde disi tath su i1stakozlarinin hepatopankreaslarinda bulunan enerji kaynaklarini
harcamasi sonucu, hepatosomatik indeksleri, cinsel olgunluga ulasmayan tatli su
1stakozlarina oranla daha diisiik seviyededir (Guoda, 1999; Jussila, 1997b).

Hepatopankreastaki rutubet ve enerji igerigi ters orantilidir. Ortamdaki rekabetin az
olmas1 ve besinlerin bol bulunmasi hepatopankreastaki rutubet igeriginin diisiik

olduguna dair bir isarettir (Jussila, 1997a,b).
2.1.3 Cografik dagilimi

Astacidae familyasindan olan Astacus leptodactylus’un her iki alt tiirtine de
Tiirkiye’deki igsularda rastlamak miimkiindiir. Bunlardan; A. leptodactylus
leptodactylus’un Cori ve Gelemen Cay’inda, Isikl1 ve Iznik Gol’iinde, Meri¢ Nehri,
Terkos Golii ve Tunca Nehri’nde; A. leptodactylus salinus’un ise Aksehir, Beysehir,
Eber, Egridir, Gélciik (Odemis) Golii, Ulubat ile Manyas Gélleri ve Mili¢ Cay1’nda
bulundugu belirtilmistir (Erdem, 1993; Erengin ve Koksal, 1977; Geldiay ve Kocatas,
1970; Geldiay ve Geldiay, 1978).

Diinya’da ise A. leptodactylus leptodactylus, Dogu Avrupa’da o6zellikle Rusya,
Tiirkiye ve Tiirkmenistan’m neredeyse tiim su kaynaklarinda bulunmaktadir. Ilaveten;
Almanya’nin dogu bolgesi ile Fransa ve Polonya’daki bir¢ok sucul ekosistemde de bu
tiirtin yasadig1 kaydedilmistir (Brodsky, 1974; Bott, 1950).

2.1.4 Yasam ortamlari

Tatli su 1stakozlarmin dogal yasam ortamlar1 akarsular, nehirler, gol ve goletlerdir.
Bunun yaninda bataklikta ve ¢amurlu sularda da bulunurlar (Anonim, 1984; Geldiay
ve Geldiay, 1978; Timur vd., 1993). Avcilardan korunmak igin otluk, sazlik, tashk ya
da cakill1 alanlar1 tercih ederler. Ozellikle bataklikta ve camurlu sularda yer alan tath
su 1stakozlar1 kuyruklarini kullanip toprag: kazarak kendilerine derinligi 1 m’ye kadar
ulagsan yuvalar agabilir. Kabuklarmm gelisiminde 6nemli rol oynayan kalsiyum
elementi agisindan zengin, kalkerli ve akintili sularda yasamayi severler. Silisli sularda

ise az bulunurlar (Demirsoy, 1982; Erdem, 1993; Geldiay ve Geldiay, 1978).



Tath su 1stakozlar1 notr sularda yagamaktan hoslanir. Bulunduklar1 su kiitlelerindeki
pH degerinin 6.7 — 8.5 araliginda olmasi tatl su 1stakozlar1 bakimindan idealdir. Tatli
su 1stakozlar1 genellikle 1.5 - 2 m derinlikteki, CaCOs sertliginin 100 — 150 ppm
oldugu, tuzluluk oraninin %0.06 — 0.10 arasinda bulundugu ve sicakligin 10 — 32 °C
skalasinda yer aldig1 sucul alanlarda yasar (Erdem, 1993).

2.2 Biyodeneyler

Canli organizmada olusan veya maruz kalma yolu ile canli sisteme dahil olan,
kimyasal 6zellikleri nedeniyle fizyolojik islevlerde bozulmalara yol acan veya 6liime

neden olan maddeler “ZEHIR” olarak tanimlanir (TSE, 1988).

Sucul ekosistemlerde besin zincirinin farkli diizeylerinde yer alan sucul canlilar ¢cevre
Kirleticiler ile dogrudan veya dolayli olarak etkilesim halindedirler. Bu durumda
oldiiriicii olmayan subletal konsantrasyonlarda sistemde yer alan bu kimyasallarin
sucul canlilar lizerinde meydana getirdigi etkileri ortaya koyma amaciyla genellikle
alan ve laboratuvar calismalar1 yapilmaktadir. Giiniimiizde sucul ortama verilen
kimyasallarin neden olabilecegi etkilerin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢evre izleme
calismalar1t UNEP’e gore “ standartlastirilmis yontemler kullanilarak, belirli bir alanda
bir ya da bir¢ok kimyasalin veya biyolojik dgenin belirlenen amaglar dogrultusunda
izlenmesidir” seklinde tanimlanmistir. Ayrica mevcut kimyasal kirlenmenin canli
organizmalar {lizerine olumsuz etkilerini konu alan arastirmalarin en sik basvurdugu
yontemlerden bir digeri ise biyodeneylerdir. Biyodeney, bir kimyasalin toksik etki
giicii ve miktarmin canli organizmanin bu maddeye kars1 verdigi biyolojik tepkilerin
Olgiilerek belirlendigi kontrollii laboratuvar sartlar1 altinda yapilan testtir (APHA,
1975).

Biyodeney ya da toksisite testlerinin temel amaci; herhangi bir toksik maddenin canli
organizmalarda toksisiteye yol acan ve ayni zamanda goriiniir bir etkiye neden
olmayan konsantrasyonlarini belirlemektir. Bu testlerden elde edilen veriler 151¢imnda

ornegin, bir su canlisi igin maksimum konsantrasyonlar belirlenip tavsiye edilebilir.

Biyodeneyler yiizey sularinin kalitelerini degerlendirmek amaciyla da kullanilabilirler.
Bu testler su ortaminda yer alan kirletici kimyasallar1 izlemeye ve yapilan analizleri

yorumlamaya hizmet eder (Schreck ve Moyle, 1990).
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Toksisite testleri arasindaki temel farklilik, doz ve kimyasal maddeye maruz kalma
stiresidir. Kimyasal maddeye organizmanin verdigi her cevap Onemli olup,
arastirilmalidir. Toksik yanit 6l¢iilebilen kaba bir parametre olabildigi gibi 6liim ile de
sonuc¢lanabilen bir etki de olabilir. Bir patolojik lezyon, biyokimyasal, kimyasal,

farmakolojik cevap ve degisik toksik cevabin gostergesi olabilir.

Deney hayvanlarinin kimyasal maddelere temasi genel olarak akut temas ya da kronik
temas seklinde gerceklesir. Organizmada meydana gelen olumsuz etkiler kalic1 veya

gecici, akut ya da kronik olabilir.
2.3 Akrilamid

Kimyasal bir bilesik olan akrilamid Cristian Maureau tarafindan 1893 senesinde
Almanya’da kesfedilmistir (Kisabay vd., 2014). Monomer ve polimer olmak tizere iki
sekli bulunan akrilamidin; monomerik formdaki yapist suda eriyebilen bir tozken,
polimerik formdaki yapisi da jelimsi kivama sahip mithim kullanim alanlar1 bulunan
su gegirmez 6zellikteki bir bilesendir. Akrilamidden, ticari ve kimyasal olarak 1950°1i
yillarda yararlanilmaya baslanmis olup, kendisinden, igme ve atik sulari aritarak
iyilestirmenin, partikiilleri ve diger katisik maddeleri temizlemenin yaninda; boya ve
tekstil endiistrilerinde, kagit, poliester regine ve kozmetik tirtinlerinin detayl {iretim
stirecleri ile laboratuvarlardaki jel kromatografisi ve elektroforez uygulamalar1 gibi
bir¢ok alanda da ziyadesiyle faydalanilmistir (Friedman, 2003; Kisabay vd., 2014;
Tamer ve Karaman, 2006). Akrilamidden toprak stabilizasyonunda dabhi

yararlanilmaktadir. Bu madde ayrica tiitiin dumaninin bir bilesenidir (Kelly, 2003).

Akrilamidin yiiksek sicakliklarda hazirlanan gidalarda ortaya ciktig1 bilgisi, Isveg
Gida Kurumu ile Stockholm Universitesi’ndeki analistlerin yaptiklari ¢calismalara ait
sunulan bildirgelerden evvel bilinmezken (Kelly, 2003), konu hakkindaki ilk veriler
insanlarin akrilamidle temasmnin igme suyu tiiketimi veya baraj yapim isleri sirasinda

olabilecegi yoniinde olmustur (Vainio, 2003).

Ancak; 2002 yilinda Isve¢’de bilim adamlar1 tarafindan nisasta agisindan zengin
ekmek, kahve, patates cipsi, patates kizartmasi gibi 1s1l islem gormiis pek cok gida
maddesinde akrilamid olusumuna rastlandig:r ve akrilamidin bu sebeple bir proses

bulasi olarak ele alinmaya baglandig1 ifade edilmistir (Friedman, 2003).
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Polimerik formdaki akrilamidin aksine, canlilar {izerinde norotoksik etkileri bulunan
monomerik akrilamidin insan viicuduna girisi, ya yiiksek sicakliklarda pisirilip
tilketilen gida maddeleri araciligiyla ya da mesleki gereklikleri yerine getirmek
amaciyla yapilan is ve islemler sirasinda meydana gelmektedir. Beslenme eylemi ile
alinan akrilamid, gastrointestinal sistemde sogurulup dogrudan dokulara
yayilmaktadir. Hal boyleyken, akrilamidin insan sagligi iizerinde yaratacagi olumsuz
etkileri de g6z oniine alarak yapilan deneysel ¢caligmalar 15181nda, s6z konusu maddeye
maruz kalmayi en aza indirgeyecek bazi kisitlamalar getirmenin, bilim diinyas: ile

merkezi idareler tarafindan hilkme baglandig ifade edilmektedir.

Dolayisiyla, gida hazirlama konulariyla ilgili girisimler denetlenerek, insan sagligini
tehlikeye atacak siiregler, ortak akil yardimiyla belli bir ¢erceve igerisinde
degerlendirilip gozden gegirilebilecektir (Mariotti vd., 2013).

Epoksid tirevi olan ve mukayese edildigi zaman akrilamide oranla DNA ile
proteinlere kars1 daha belirgin bir etki gosteren glisidamide doniismesi, akrilamidin
toksisitesini arttiran bir gelismedir. Akrilamid ve ara tiriinii olan glisidamid, glutatyon
ile eslenik olduktan sonra idrarla merkaptiirik asit konjugati olarak atilmaktadir
(Zamani vd., 2017). Sitokrom P450 (CYP2E1) enzimleri tarafindan glisidamide
cevrilen akrilamidin, geg¢tigi muhtemel metabolik evreler Sekil 2.3’te gosterilmistir

(Paulsson vd., 2005).

N-AcCys-S-MAA N-AcCys-S-AA
GSH GSH
N N—
H
= E COEE: s 5 NH
I P 2
B St S — =
me & (= < mLc”™ o
I S - Il
o o
N-metiloakrilamid Akrilamid
P4s0 l - P-lsol
H Lo [ NH>
{2 S ~N OH = CEE. - 2
| .‘.‘/~ CH\C>/ o= C‘// HJC'/ c
HLyC i H Il
o
o
- - Glisida 1id (GA
N-metiloglisidamid (MGA) ? sidamid (GA)
e Tl — GSH
"’ 2 T GSH =i
2 s
N-AcCys-S-MGA ? ’ o]H N-AcCys-S-GA
. NEH
C
s H S e
H-C G
I Il
OH o

Sekil 2.3. Akrilamidin glisidamide doniistimii (Paulsson vd., 2005).
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Akrilamid besinlerde tabii olarak bulunmaz. Yiiksek sicakliklarla muamele goren
gidalardaki protein ve sekerin reaksiyona girmesi sonucu diisiik seviyelerde ortaya
cikip tiiketilmesiyle viicuda alinmaktadir. Bu yolla viicuda alinan akrilamidin insan
saghigint nasil etkileyecegi konusu tam anlamiyla kavranamazken, gelecekte teskil

edecegi ¢cekincelere dair ihtimaller ciddi kaygilara neden olmaktadir.

Gida menseli akrilamidin beslenme yontemiyle biinyeye alinmasi insanligin
ekseriyetini ilgilendiren 6nemli bir konudur. Bu yiizden; Avrupa Birligi (European
Union, EU, 2002), Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration,
FDA), Amerikan Ulusal Is Giivenligi ve Saglig1 Enstitiisii (National Institute of
Occupational Safety and Health, NIOSH, 1976), IARC (1986, 1994) ve WHO (1985)
kuruluglar1 giincelligini muhafaza eden bu konuyu giindeme getirerek tetkik
etmislerdir. Hatta Amerikan Cevre Koruma Ajansi (U.S. EPA) tarafindan bir¢ok
faaliyet gerceklestirilerek akrilamidin toksik ve kanserojenik miktarlarina iliskin
tavsiye niteliginde sayilacak birtakim sinirlamalar getirilmistir (Tamer ve Karaman,
2006).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO, 1996) talimatina gore, igme sularinda en fazla 0.5
ug/L akrilamidin bulunabilecegi bildirilirken, bu oran Avrupa Birligi (EU, 1992)
tarafindan 0.1 pug/L olarak belirlenmistir (Cavalli vd., 2004; Claeys vd., 2005).

2.3.1 Akrilamidin kimyasal yapisi

Akrilamid giinimiiz diinyasinda pek ¢ok endiistriyel faaliyette kullanilagelen bir
kimyasal bilesiktir. Yapisal Ozelligine bakildiginda toz halindeki monomerik
akrilamid; etanol, metanol, dimetileter ve asetonda ¢oziiniip, heptan ve benzende
¢oziinmemektedir (Tamer ve Karaman., 2006). Erime sicakligi 84.56 °C, kaynama
sicakligi ise (25 mm Hg) 125 °C’dir (Keskin, 2007). Yogunlugu 25 °C’de 1.27 g/ml’dir
(Zamani vd., 2017). Akrilamid doymamis ¢ift bag igeren bir amiddir (Blasiak vd.,
2004).
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Akrilamid 2-propenoamid, etilen karboksamid, akrilik asit amid, vinil amid, propenoik
asit amid olarak da bilinmektedir (Keskin, 2007). Akrilamidin kimyasal yapis1 Sekil
2.4’de goriilmektedir.

/O

H,C—C
TT~NH.,,

Sekil 2.4. Akrilamidin kimyasal yapis1 (C3HsNO).

Akrilamidin; tre (CH, N, O), formaldehit (HCHO), glioksal (C2H20-), aldehitler
(RCHO), aminler (R2NH) ile tiyoller (RSH) gibi mikro reaktif maddelerle tepkimeye
girebilme 6zelligi vardir (Lingnert, 2002).

2.3.2 Gidalarda akrilamidin olusum mekanizmalar

Akrilamide maruz kalmada gidalar ana kaynaktir. Dikkate alinmas1 gereken oncelikli
faktor ise akrilamidin beslenme eylemiyle viicuda alinmasidir (Riboldi vd., 2014).
Akrilamidin hangi sicakliklarda olustugu tam manasiyla bilinmezken, 120 °C’in
yukarisindaki isilarda pisirme islemine tabi tutulan karbonhidrat¢a bol gidalarin
iceriginde akrilamide rastlandigi ve 1s1l isleme devam edildigi takdirde akrilamid
seviyesinin bu gidalarda giderek arttig1 gézlemlenmistir (Riboldi vd. 2014; Tamer ve
Karaman, 2006). Gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde; akrilamid ajanini yiiksek
dozda ihtiva eden gida firiinlerinin, kizartilarak tiiketilen patates kizartmasi gibi
yiyecekler ile yiiksek sicakliklarda 1s1l islem gérmiis kraker, biskiivi ve cips gibi tahilli

tirtinler oldugu bildirilmistir (Tamer ve Karaman, 2006).

Niifusun genelinde akrilamidin giinliik alim miktari ise yaklasik 0.3 - 0.8 mg/kg olarak
tahmin edilmektedir. Cocuk ve genglerde tespit edilen akrilamid alim oranlar1 yetiskin
insanlara kiyasla daha fazladir. Zira patates kizartmasi, misir gevregi, cips, biskiivi ve
cerez tarzi drlinlerin tiiketimi yaygm olarak yasca geng bireyler tarafindan

yapilmaktadir (Stadler vd., 2002).
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Akrilamid farkli yollar ile meydana gelebilmektedir. Bu yollar;

1- Karbonhidratlar, serbest aminoasitler ve yaglarin indirgenmesine istinaden ¢cogalan

akrolein veya akrilik asitlerin olusumu,

2- Laktik asit, malik asit ve sitrik asidi de i¢ine alan baglica organik asitlerin

dehidrasyonu ve dekarboksilaksiyonu,

3- Patates ve hububat {iriin grubunda yiiksek miktarda bulunan asparajin aminoasidinin
diistik seviyelerdeki sekerlerle tepkimeye girmesi seklinde 6zetlenebilir (Tamer ve
Karaman, 2006).

Akrolein ve akrilik asit ile etkilesime giren asparjin aminoasidinin olusturdugu

akrilamidin mekanizmasi Sekil 2.5’te gosterilmistir (Lingnert vd., 2002).

OH NH, H
| | I
(l_::o NH cl;:o NH, (I::o
e I B R
CH,, CH, CH,
Akrilik Asid Akrilamid Akrolein
k$ekerin Karbonil Grubu

e

T°

e

H,N— CH—COOH
Asparajin

Sekil 2.5. Akrilamid olusum semasi (Lingnert vd., 2002).

Akrolein (2-propenal, CH2=CH-CHO) ti¢ karbonlu aldehittir ve akrilamidin yapisini
(CH2=CH-C(0)-NH2) andirmaktadir. Bu nedenle akrolein, akrilamidin baslangici
olarak kabul edilmektedir. Temel kimyasal donistimler ile akrolein, akrilamide
evrilebilir, fakat akrilamidin olusmasimi saglayan seceneklere bakildiginda akrolein
gerekli degildir. Ornegin, proteinler ya da aminoasitlerin hidrolizi ile
dekarboksilasyonu gibi doniisiimler de akrilamid olusumu ile sonlanabilir (Lingnert
vd., 2002).
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Proteinlerin yapi tasi sayilan aminoasitlerden biri olan asparajinin, akrilamid

tesekkiiliindeki Kilit rolii Sekil 2.6’da goriilmektedir (Biederman ve Grob, 2003).

Sekerin Karbonil
Grubu erz
\_ =0
> CH
Isi (|
H,N COOH CH,
Asparajin Akrilamid

Sekil 2.6. Asparajin ve sekerin karbonil grubu ile etkilesmesi sonucu akrilamid
olusumu (Biederman ve Grob, 2003).

Maillard reaksiyonlarinda akrilamid meydana gelebilsin diye tepkimeye giren

aminoasidin asparajin olmasi gerekmektedir. Karbohidrat ve protein igerikli gidalarin

yiiksek sicaklikta islem gérmesi sonucu olusan bu bilesik gidalarda renk, lezzet ve

aromanin olusumuna katki saglar (Karagdz, 2009; Otles vd., 2004). Maillard

reaksiyonu Sekil 2.7’de verilmistir (Stadler vd., 2002).

(IlONH:,
H, N
P N Nl c
2 =c -H0 -5 ]
2N * & H/G C—
=~ N o R2
OH £
o o7 “r2 o OH O
Asparajin Dikarbonil Yapi
-CO.
d
HN b ~ R1
~_~ =
ch C=N-__ C/
L H I
A C—
o7 “r2 Ho T R2
Amino keton
HO R1—CO—CO—R, +
A NH, + CH,SH +
i L==C —
Strecker aldehid Q‘\O H.C=CH—CHO
I ? lAkrolein
HN__ H,C=CH-—COOH
> —CH;—CHO NH,
(e
= H,C=CH—COO™ NH_;]"
HzN\ - /
J/C—CHZCHZ
o P
Akrilamid

Sekil 2.7. Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusumu (Stadler vd., 2002).
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2.3.3 Akrilamidin toksisitesi

Basta plastik {iretimi olmak iizere birgok endiistriyel alanda kullanilan akrilamidin
yarattig1 toksisite hususunda pek ¢ok ayrintili inceleme gergeklestirilmistir. Ancak
yapilan bu incelemeler ¢ogunlukla deney hayvanlari iistiinde tatbik edilmis olup,
akrilamide maruz birakilan bireylerin lireme sistemlerinde arizalarin olustugu ve
deneye tabi tutulan deneklerin biinyelerinde genotoksisite, karsinojenite, norotoksisite
gibi hasara yol agan c¢esitli zehirlenme tiplerinin gorilldigi tespit edilmistir.
Akrilamidin insanlar i¢in yarattigi etkinin de ndrotoksisiteye sebep oldugu

gosterilmistir (Zamani vd., 2017).

Icra ettikleri meslekleri nedeniyle akrilamidle karsi karsiya gelmek zorunda kalan
Isve¢ ve Cin gibi iilkelerdeki kimi insanlarda sinir hasarmin bir sonucu olan periferik
noropati gelistigi bildirilmistir (Mehri vd., 2014; Pedreschi vd., 2013). Akrilamidin
insanlardaki toksikokinetigi ise 2.4 ile 7.0 saat arasinda yar1 Omiirlii olarak
saptannustir (Besaratinia ve Pfeifer, 2007). Insanlar igin akrilamidin iireme sistemi
tizerindeki etkileri ile teratojenik ve mutajenik etkileri konusunda hala kesin bir
yargiya da varilamamistir. Lakin alimi gergeklesen akrilamidin viicut tarafindan
hizlica absorbe edilip dokulara aksettigi gozlemlenmis olmakla beraber, anne siitiinde
dahi bulunabilecegi, hatta plasenta yardimiyla anneden ¢ocuga bile sirayet edebilecegi

belirtilmistir (Tamer ve Karaman, 2006).

Avrupa Komisyon devletlerinde yillik akrilamid {iretiminin 80.000 — 100.000 ton
arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu {iretilen miktarin yaklagik 280 kg’nin da
giinliik olarak akarsu, gol, golet, deniz veya yeralt1 sular1 gibi muhtelif alic1 ortamlara,
bilerek ya da bilmeyerek, desarjinin gergeklestigi diisiiniilmektedir. Ciddi orandaki
akrilamid salimmmin ekosistemler {izerinde neden olacagi degisiklikleri ve bu
baglamda akrilamidin olas1 zararli etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla standart
biyodeney yontemleri kullanilarak, tatli sularda bulunan canlilar da incelenmis olup
alglerin akrilamide kars1 olduk¢a duyarli olduklar1 gdzlemlenmistir. Daphnia magna
(Su piresi) ile Lemna minor (Su mercimegi) gibi ana deney materyali olmayan
organizmalar {izerindeki akrilamid toksisitenin ise seyrek oldugu bildirilmistir.
Yapilan incelemede Daphnia magna’nin immobilizasyon ECso degeri 100 mg/L

olarak hesaplanmistir (Zovko vd., 2015).
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Bir bagka deneyde akrilamidin balik modeli tizerindeki etkileri subletal LCso degerleri
kullanarak incelenmistir. Sebeke suyunun kontrol amag¢lh kullanildigi s6z konusu
caligmada, eriskin Carassius auratus (Japon baligr) 96 saat siireyle 50 — 200 mg/L
dozlarmdaki etken maddeye maruz birakilmistir. Sonugta en toksik dozun 200 mg/L
oldugu goriilmiis ve LCso degerinin de 119.5 mg/L oldugu tespit edilmistir. Verilen
dozun miktarma bagl olarak da DNA halka yapisindaki tahribatin ve eritrosit
diizeylerindeki sapmalarin fazlalastigi, karacigerdeki sitokrom P4501A (CYP1A) ile
glutatyon s-transferaz (GST) etkinliginin ise yiikseldigi anlasilmistir (Larguinho vd.,
2013).

Larguinho vd. (2014) deniz ¢ift kabuklularindan Mytillus galloprovincialis (Kara
midye) iizerinde akrilamidin kronik maruziyenin metabolik ve histopatolojik agidan
ne gibi degisikliklere yol agabilecegi konusunda farkli bir ¢aligma daha
gerceklestirmistir. Yapilan ¢alismada LCsg degeri 96 saat siire sonunda takribi 400
mg/L  olarak saptanmistir. Kara midyesi, su kaynakli kronik akrilamid
konsantrasyonlarina (1 - 10 mg / L) uzun siire maruz kalarak cevap vermis, gozle
goriiliir bir sekilde lipid peroksidasyonu ile EROD ve GST etkinliklerinde kayda deger
bir artig gdzlemlenmistir. Yine de toplam antioksidan kapasitesi asilmamis ve bununla
birlikte asetilkolin esteraz (AChE) aktivitesi ile norotoksik etki gosterecek belirtiler
ise tespit edilememis, ayrica sindirim bezlerinde ve solungaglarda 6nemli bir histolojik
zararin ortaya ¢ikmadigi kaydedilmistir. Fakat disi kara midyelerinin gonadlarinda

agir nekroz ve oosit atrezisi goriilmiistiir.

Yerlikaya vd. (2012) ise erkek ve disi siganlar {izerinde 90 giin boyunca akrilamid
tatbikinde bulunmuslaridir. Giinliik olarak farkli iki doz (2 mg - 5 mg) halinde
uygulanan akrilamidin, her iki cinsiyet grubundaki si¢canlarda serum AST, ALT ile
LDH seviyelerini ve trigliserid diizeylerini arttirdigi gorilmistiir. Diisiik doz
akrilamide maruz birakilan sicanlara nispeten yiiksek doz akrilamid verilen siganlarda
tek hiicre nekrozu, yaglanma ve niikleer polimorfizm gibi karaciger hasarinin bir

gostergesi olan patolojik belirtilerin daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

Ancak hayvanlar lizerinde uygulanan diisik doz akrilamidin bile genotoksik ve
karsinojen benzeri etkilere sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle diisik doz

akrilamidin canli biinyesinde arz edecegi tehlikeler géz ard1 edilmemelidir.
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Zira diisiik dozlardaki akrilamidin farelerin tiroid ile bobrek iistii bezlerinde ve cinsel
organlarinda tiimorlerin meydana gelmesinde etkisinin oldugu bilinmektedir (Sharp,
2003).

Saglikli bir sucul ekosistemden s6z edebilmek icin alic1 ortamlara karisan birgok
kimyasal ajanin mahiyetinin ve niceliginin bilinmesi son derece elzemdir. Boylece
sucul ekosistemlerde bulunan canlilarin yasadiklar1 alanlara farkli kaynaklardan
salman farkl dozlardaki kimyasallara kars1 canli tiirlerinin nasil tepkiler verecekleri
ve s6z konusu canlilarin yagsam dongiilerinin nasil degisecegi konular1 agikliga
kavusturulabilir. Ornegin; deney hayvanlarmnin yarisin1 6ldiiren konsantrasyon, yani
oldiiriicii doz denilen LCso degeri tiirler arasinda farklilik gosterebilmekle birlikte, ayni
tiir icerisinde bulunan boyutlar1 birbirinden farkli canlilar i¢in de degisiklik arz
edebilmektedir. Shanker ve Seth (1986); Hindistan, Banglades, Pakistan, Nepal, Sri
Lanka, Tayland, Myanmar ile Butan gibi pek ¢ok Asya iilkesindeki tatl sularda genis
bir yayilim gosteren ve yayin baliginin bir tiirii olan Heteropneustes fossilis tizerinde
akrilamidin toksik etkilerini arastirmak amaciyla bilimsel bir ¢alisma yiiriitmiislerdir.
Gergeklestirilen ¢alismada hedef canlida tatbik edilen 24 ve 48 saatlik akrilamid
maruziyetinin LCso degerleri sirasiyla 104 ve 86 mg olarak tespit edilmistir. Akrilamid
maruziyetinin 15 mg oldugu boliimde ise canli iizerinde kayda deger higbir etki
gozlenmemistir. Akrilamidin 24 saatlik LCso degeri i¢in baliklardaki ortaya ¢ikan
belirtiler kuyruk hareketlerinin yitmesi ve yiizgeglerin ¢dokmesi seklinde vuku
bulmustur. Ayni siire zarfinda LCsp degerinin yiizde yirmi beslik kismindaki bulgular
tam anlamiyla belirginlik g0stermemisken, yine ayni siire igerisinde bu
konsantrasyona maruz birakilan baliklardaki glutatyon (GSH) ve glutatyon-s-

transferaz (GST) seviyelerinde net bir diisiisiin meydana geldigi soylenebilmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi farkl: tiirlerdeki canlilarin tizerinde akrilamidin muhtemel
zararl etkileri konusunda ¢esitli caligmalar yapilagelmistir. Giiniimiizde de bu tarz
caligmalarin siirdiirilmesine halihazirda devam edilmektedir. Bu arastirmada ise
cevresel kirletici olarak yaygin bulunan akrilamidin iki farkli dozu kullanilarak tath su

1stakozu tizerinde olusacak subletal etkinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Tath su 1stakozlarimin temini

13/8/2020 tarihli ve 31221 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 5/1 Numarali Ticari
Amagli Su Uriinleri Avcihigim Diizenleyen Teblig’in (Teblig No: 2020/20) 42.
maddesinin birinci fikrasina gore tatli su 1stakozu aveiligi tilkemizdeki biitiin i¢ sularda
1 Kasim ile 30 Haziran arasinda yasaklanarak bir nizama baglanmistir. Ayni tebligin
37. maddesinde ise avlanabilir asgari tatli su 1stakoz boyu 10 cm olarak belirtilmistir.
Bu nedenle arastirmada kullanilacak tathi su istakozlar1 (Astacus leptodactylus,
Eschscholtz, 1823) av yasagi donemi disinda kalan siirede ve avlanabilir asgari boy
siirma uyacak bigimde avcilik yoluyla balikgilardan temin edilmistir. Elde edilen
deney materyallerinin (n=60) ortalama boylar1 10.75 + 0.93 cm ve agirliklar1 38.49
+1.25 g olarak kaydedilmistir.

3.1.2 Deney akvaryumlarn

Deneylerde 20 L hacimli toplam 7 adet akvaryumdan faydalanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Deney akvaryumlari.
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3.1.3 Toksik madde materyali

Deneyde 79-06-1 CAS numarali ve molekiil agirlig1 71.08 g/mol™ olan ticari akrilamid
(Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir (Sekil 3.2). Stok akrilamid ¢dzeltisi ve

sulandirmalarla elde edilen doz ¢dzeltileri distile su iginde hazirlanmistir.

Sekil 3.2. Akrilamid.

I¢lerinde 10 L hacimde su bulunan akvaryumlara akrilamid ile dozlama otomatik pipet
ile yapilmig cam baget ile karistirilmistir (Sekil 3.3; Sekil 3.4).

Sekil.3.4. Cam pipet ile karistirma.

21



3.1.4 Su materyali

Su kaynagi olarak sehrin ana sebekesinden yararlanilmis olup, gerekli miktardaki su,
sodyum hipoklorit ile temizlenen akvaryumlara aktarilmadan 6nce kaba atiklarin
temizlenmesi maksadiyla filtreden gecirilmistir. On filtreden gecen su daha sonra
ikinci bir filtre diizeneginden gegirilerek ¢oziinmiis oksijen, klor ve pH agisindan
uygun duruma getirilmis ve depolanan su pompalar yardimiyla deney akvaryumlarina
nakledilmistir. Su parametrelerinin tahliline yonelik islemlerin gerceklestirilmesinde
Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Egitimi Anabilim Dali, Biyokimya ve
Cevre Toksikolojisi Laboratuvari’nin imkanlarindan istifade edilerek hem deney
oncesi hem de deney sliresi boyunca su kalitesi parametrelerine dair yapilan dl¢iimlere

ait degerler sirasiyla Cizelge 3.1 ile Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deney Oncesi su kalitesi parametrelerine ait 6l¢ciim degerleri.

Su Kalitesi Parametreleri Olciim Degeri
Sicaklik (°C) 21.05 £1.15°C
pH 7.2+0.9
Coziinmiis Oksijen (O2) (mg/L) 5.19 + 0.05 mg/L
Elektriksel iletkenlik (EC) (uS/cm) 241+ 0.05

Cizelge 3.2. Deney siiresi boyunca su kalitesi parametrelerine ait 6l¢iim degerleri.

Su Kalitesi Parametreleri Olglim Degeri -
48. saat 7 giin
Sicaklik (°C) 21.5+0.9 °C 20.5+ 0.7 °C
pH 7.3+0.7 7.2+1.2
Coziinmiis Oksijen (O2) (mg/L) 5.9 + 0.05 mg/L 6.1+ 0.05 mg/L
Elektriksel iletkenlik (EC) (uS/cm) 211+ 0.05 230+ 0.07

3.1.5 Deney ortami ve adaptasyon siiresi

Mevzuat hiikiimleri ¢ercevesinde balik¢ilar tarafindan dogal ortamindan avlanilarak
temin edilen tath su 1stakozlar1 i¢inde buz akiileri bulunan strafor kutular yardimiyla
deneyin gergeklestirilecegi laboratuvara sorunsuz bir sekilde getirilmistir. Bir ay uyum
slirecine tabi tutulan canli materyal devamli havalandirilan akvaryumlarda giinliik

olarak beslenerek gozetim altinda tutulmustur.
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3.1.6 Arastirmada kullanilan diger arac, gerec¢ ve kimyasallar

Deneyde; sicaklik, iletkenlik, ¢oziinmiis oksijen ve pH Olgcimii yapabilen YSI
multiparametre su dlger, drneklerin tartimini yapmak icin gerekli olan hassas terazi,
doku incelemesinde yararlanilan mikroskop ile histolojik preparat hazirlamak i¢in
laboratuvar biinyesinde hazir bulunan Thermo Shandon Rotary marka mikrotom, su
banyosu ile parafin dispencer cihazlari kullanilmistir. Bu ¢alismada ksilen, %95 - 98
etil alkol, %99.8 absoliit alkol, glasial asetik asit (Sigma Aldrich), hematoksilen
(Merck), Entellan, HCI, eozin (J.T. Barker), potasyumalum KAI(SO4)..12H,0

kullanilmastir.
3.2 Yontem
3.2.1 Tath su 1stakozlarinin adaptasyonu

Tath su 1stakozlar1 avlandiklar1 su kaynagindan laboratuvara getirilip uygun su
materyalinin i¢inde bulundugu akvaryum diizeneklerine gelisigiizel yerlestirilmistir.
Ayrica, kanibalizmi ve canlilarm birbirlerine zarar vermelerini 6nlemek amaciyla
akvaryumlara polietilen plastik borular konulmustur. Tath su istakozlar1 deneye
baslamadan once yeni ortamlarinda bir ay boyunca uyum siirecinde kalmis ve giinliik
olarak diizenli bir sekilde taze balikla beslenmistir. Beslenme faaliyeti ile canlilarin
sindiriminden arta kalan atiklarin kirlettigi su, atiklarla birlikte, sifonlama usuliiyle
akvaryum zemininden uzaklastirilmistir. Sifonlama sonrasi su seviyesinin azaldigi
akvaryumlara ise dinlendirilerek klordan arindirilan temiz su ikamesi yapilmistir.
Suyun sicakligi ayarlanabilir isiticilar tarafindan sabit tutulmus, merkezi havalandirma
sistemi sayesinde de suda siirekli hava akisi saglanmustir. Sicaklik, pH, suda ¢6ziinmiis
oksijen gibi su Kalitesini etkileyen parametreler bir aylik uyum siireci boyunca ikKi
giinde bir 6l¢iiliip kayit altina alinmistir (APHA, 1975).

3.2.2 Deney Yontemi

Deneyler “Zehirlilik Seyreltme Faktori” denilen ZSF tayin metoduna gore
gerceklestirilmis olup APHA, FAO, ISO ve TSE’nin metotlarindan da faydalanilmistir
(Anonymous, 1989; APHA, 1975; Reish ve Oshida, 1987). Yar statik biyodeney
yontemi uygulanan deneylerde ortam 48 saatlik donemler iginde yenilenmistir
(APHA, 1975).
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3.2.3 Deneyin gerceklestirilmesi

Bu c¢aligmada, tatli su 1stakozlarinin dokularinda ¢evresel kirletici olarak yaygin
bulunan akrilamidin subletal diizeylerinin toplam hemosit sayilar1 ile solungag ve
hepatopankreas dokularina olan histopatolojik etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Bu sebeple tatli su 1stakozlar1 deneylerde 100 ve 200 mg/L akrilamide 48 saat ve 7 giin
sliresince maruz birakilmiglardir. Deneyin baglama tarihinden 6nceki dort giin iginde
tath su 1stakozlarinda goriilen 6lim oraninin %5’den fazla olmamasma dikkat
edilmistir. Istakozlar rastgele olmak iizere Kontrol (C1, Grup 1), deney gruplar1 Grup
2 (100 mg/L) ve Grup 3 (200 mg/L) olarak tasnif edilmistir. Dozlamadan 48 saat 6nce
ve deney siiresince tath su istakozlar1 yemlenmemistir. Ayrica deneyler esnasinda su

kalitesi parametrelerinden; ¢oziinmiis oksijen, pH, iletkenlik ve sicaklik 6l¢iilmiistiir.
3.2.4 Histolojik inceleme i¢in 6rnekleme

Tatl su 1stakozlarindan 6rnek alinabilmesi i¢cin buz anestezisi uygulanmis ve dokular
diseksiyon usuliiyle ¢ikartilmistir. Elde edilen doku 6rnekleri Davidson tespit sivisina
alinarak 24 saat bu soliisyonda birakilmistir. Tiim doku 6rnekleri daha sonra %70’1ik
etil alkole aktarilmak igin tespit sivisindan ¢ikarilmis ve doku takibi asamasina kadar

kiigiiltiiliip plastik kasetlere konularak %70’lik etil alkol igerisinde bekletilmistir.
3.2.5 Doku takibinin gerceklestirilmesi

Tath su 1stakozlarina ait ¢ikartilan dokular suyun uzaklastirilmasi amaciyla bir dizi
absolii etil alkol serisine maruz birakilarak her bir dizide ikiser saat siireyle kalacak
sekilde muameleye tabi tutulmuslardir. Bir sonraki asamada ise dokular1
seffalandirmak, maruz birakildiklar1 absoli etil alkol serisinden kurtarmak i¢in 56 —
58 °C’deki ksilolden yararlanilmis olup, incelenecek doku parcalar1 daha sonra hususi

kaliplar icerisine siv1 parafin doldurularak gomiilmiislerdir.

Doku pargalari ile biitiinlesen siv1 parafin, bloklar halinde kesime kadar sogutucuda
muhafaza edilmistir (Luna, 1968). Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimiyla
5 — 6 mikron kalinhiginda kesitler elde edilerek 1sitilmis su banyosunda lam {izerine

konulmustur.
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Parafinli kesitlerin lama daha iyi yapismasini saglamak i¢in &rnekler 50 — 60 °C
sicakliga ayarlanmis etiivde bir gece bekletilmislerdir. Son olarak Hematoksilen ve
Eosinle boyanan lamlar kanada balsami ile tutturularak tek bir preparat haline

donistiirilmislerdir.
3.2.6 Doku analizleri

Hemolemf, 2.5 ml’lik enjektor kullanilarak tatli su istakozlarinin ikinci yilirime
bacagmin kaidesinden alinmistir. Hemolemf 6rnekleri once santrifiij edilerek daha
sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda saklanmistir. Toplam hemosit sayisi

hemositometre kullanilarak Yavuzcan ve Benli (2004)’ye gore yapilmistir.

Sekil 3.5. Tatlh su 1stakozundan hemolemf alinmasi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Toplam Hemosit Sayisina Iliskin Bulgular

48 saat ve 7 giin siire ile iki farkli subletal akrilamid konsantrasyonuna (100 ve 200
mg/L) maruz kalan tatli su 1stakozlarinin toplam hemosit sayisina iliskin degerler Sekil

4.1 ve Cizelge 4.1°de verilmistir.

80 -

Hemosit Sayis1 (THS/mL)

W 48sa

M 7gln

Kontrol Akrilamid (100 mg/L) Akrilamid (200 mg/L)

Sekil 4.1. Toplam hemosit sayisi.

Sekildeki [a, b, c] kisaltmalar1 48 saatlik uygulama gruplar1 arasindaki istatistiksel
farki, [X, y, z] kisaltmalar1 ise 7 giinliik uygulama gruplar1 arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p< 0.05). * 48 saat ve 7 glin uygulama siireleri arasinda onemli

istatistiksel fark vardir (p< 0.05).

Cizelge 4.1. Tatli su 1stakozlarinda toplam hemosit sayilar1.

Grup *48 saat *7 giin

Kontrol 64.6 +3.94 58.8 + 2.61 *
Akrilamid (100 mg/L) 43.0+2.66" 37.0+3.32Y
Akrilamid (200 mg/L) 276+237°% 20.04 +£2.15%

Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1 incelendiginde kontrol gruplari arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir. Toplam hemosit sayilarinin tiim uygulama gruplarinda akrilamide
maruziyet sonucunda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli

diizeyde bir azalmanin oldugu saptanmistir (p< 0.05).
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Ayrica 48 saat ve 7 giin uygulama siireleri arasinda da onemli istatistiksel fark tespit
edilmis olup, 7 giinliik akrilamid uygulama grubunda yer alan tath su 1stakozlarmin
hemosit sayilar1 48 saatlik uygulama grubundakilere gore onemli bir diisiis

gostermistir (p< 0.05).
4.2 Histopatolojik inceleme Bulgulan
4.2.1 Kontrol grubu dokularma liskin bulgular

Kontrol grubu tath su istakozu dokularinda herhangi bir histopatolojik bulguya

rastlanmamustir.
4.2.1.1 Kontrol grubu solunga¢ dokusu

Tath su 1stakozunda tiiylii solungaglar; ikinci, liglinci maksilipedlerin ve ilk dort
yiiriime bacagmin bazal segmentlerinden ¢ikarlar. Ikinci ve iigiincii solungag siralari
dis siranin alta baglanmistir. Bunlar solungag odaciginda (karapaksin altinda her iki
tarafta) her zaman su i¢indedir. Her solunga¢ kok merkezine yaklasik 30°°lik a¢1 ile
baglanmig parmak benzeri filamentlerden olusur. Silindirik kok hiicre, affarent ve
efferent damarlar ve ¢ok sayida tubuler filamentten olusur. Tubuler filamentler afarent

ve eferent damar icerir Ve bir septumla ayrilarak filamente baglanir.

Ancak hemolemf lateral olarak affarentten efferent damara bosluk (lacuna) boyunca
akabilmektedir (Dunel- Erb vd., 1997).

Arastirmada kontrol grubuna ait tath su 1stakozlarinin solunga¢ dokusunun histolojik

goriintiisii Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Tatli su 1stakozu solungag histolojik goriiniimii (kontrol grubu).
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4.2.1.2 Kontrol grubu hepatopankreas dokusu

Hepatopankreas adini alan karaciger iyi organize olmus salgisal tubuler yapidadir.
Tubulun lumeni yildiz benzeri yapi sergiler ve tubuller 4 farkli epitelyum hiicreden
tesekkiil eder. Tubulun sonunda bulunan ve mitotik yapidaki farklilasmamis hiicreler
“E (embriyonik hiicreler) hiicre”; biiyilkk miktarda endoplasmik retikulum ve yag
damlasi igeren distal bolgenin oniinde yer alan hiicreler “R (young-restzellen) hiicre”;
vakuolsiiz koyu boyanan “F (fibrillenzellen) hiicreler”; biiylik apikal salg1 graniilleri
seklinde tubulun orta ve proksimalinde yer alan hiicreler “B (blastzellen) hiicreler
olarak adlandirilmaktadir. Yildiz sekilli lumen graniiler materyal igerir ve lumene

karistiklar1 yiizeydeki hiicreler mikroniikleus firga kenarlarla kaplidir (Benli, 2010).

Kontrol grubuna ait tath su istakozlarinin hepatopankreas dokusunun histolojik

goriintiisii Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te goriilmektedir.

Sekil 4.4. Tatli su 1stakozu hepatopankreas histolojik goriiniimii (kontrol grubu).
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Sekil 4.5. Tath su 1stakozu hepatopankreas histolojik goriiniimii (kontrol grubu).

4.2.2 Akrilamide maruz kalan tath su 1stakozu dokularina iliskin bulgular

48 saat ve 7 giin boyunca akrilamid’in 100 mg/L ve 200 mg/L olmak iizere 2 farklh
subletal dozuna maruz kalan tath su 1stakoz (Astacus leptodactylus)’larinin solungag

ve hepatopankreas dokular1 incelenmistir.

Yapilan deney sonucunda subletal akrilamide maruz kalan tatl su 1stakozlarinin

solungag ve hepatopankreas dokularinda histopatolojik bulgulara rastlanmistir.
4.2.2.1 Solungac¢ dokularina iliskin bulgular

48 saat ve 7 gilin boyunca akrilamid’in 2 farkli subletal dozuna maruz kalan tath su
1stakoz (Astacus leptodactylus)’larinin solunga¢ dokularinda goriilen histopatolojik

bulgular Cizelge 4.2°de gosterilmektedir.

30



Cizelge 4.2. Tatlisu 1stakoz (Astacus leptodactylus)’larinin solunga¢ dokularinda

goriilen histopatolojik bulgular.

. . 48 saat 100 | 48 saat200 | 7 giin 100 7 giin 200
HIS’;SEgBEngIK Kontrol mg/L mg/L mg/L mg/L
Akrilamid Akrilamid | Akrilamid | Akrilamid
- Solunga¢ lamellerinde ) + -+ ++ et
deformasyon
- Solungag¢ lamellerinde ) + + ++ ++
genigleme (hipertrofi)

Cizelge 4.2’de goriildiigii gibi kontrol grubu tatli su 1stakozlarinin solungag
dokularinda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Ancak uygulama
grubu tath su istakozlarinin solungag dokular1 kontrol grubu ile karsilastiriimis,
solunga¢ lamellerinde deformasyon ve solunga¢ lamellerinde hipertrofi (genisleme)
gibi histopatolojik degisiklikler saptanmustir (Sekil 4.6; Sekil 4.7; Sekil 4.8; Sekil 4.9;
Sekil 4.10). Tespit edilen bu degisiklikler her bir uygulama grubuna ait tatlisu 1stakoz
orneklerinde farkli sikliklarda olmakla birlikte, hemen hemen biitiin Orneklerde

kaydedilmistir. Histopatolojik bulgular artan doz ve maruziyet siiresine bagl olarak

artig gostermistir.
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Sekil 4.6. 48 saat siire ile 100 mg/L akrilamide maruz kalan tath su 1stakozlarinin
solungaglarinda goriilen deformasyon (Ok) (H&E).
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Sekil 4.7. 48 saat siire ile 200 mg/L akrilamide maruz kalan tath su 1stakozlarmin
solungaclarinda goriilen deformasyon (OK) (H&E).

UL VE B
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Sekil 4.8. 7 giin siire ile 200 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarinin
solungaglarinda goriilen deformasyon (OK) (H&E).
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Sekil 4.9. 7 giin siire ile 100 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarinin
solungaglarinda lamellalarda genisleme (OK) (H&E).

,’o‘.}\x
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8

Sekil 4.10. 7 giin siire ile 200 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarmin
solungaglarinda lamellalarda genisleme (Ok) (H&E).

33



4.2.2.2 Hepatopankreas dokularina iliskin bulgular

48 saat ve 7 gilin boyunca akrilamid’in 2 farkli subletal dozuna maruz kalan tath su

istakozlarinin ~ (Astacus  leptodactylus) hepatopankreas dokularinda goriilen
histopatolojik bulgular Cizelge 4.3’te gosterilmektedir.
Cizelge 4.3. Hepatopankreas dokularinda histopatolojik bulgular.
; ; 48 saat 100 | 48saat200 | 7 giin 100 | 7 giin 200
HIS;‘SEg’SE’I&(R)JIK Kontrol mg/L mg/L mg/L mg/L
Akrilamid Akrilamid | Akrilamid | Akrilamid
-ngatopankreatlk dokuda ) ++ ++ et et
dejenerasyon
Focal tubul epitel hiicre
- + + ++ ++
nekrozu

Cizelge 4.3’te goriildiigi gibi kontrol grubu tath su 1stakozlarinin solungag
dokularinda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir. Ancak uygulama
grubu tatlh su 1stakozlarmin hepatopankreas dokular1 kontrol grubu ile karsilastiriimas,
hepatopankreatik dokuda dejenerasyon ve focal tiibiil epitel hiicre nekrozu gibi
histopatolojik dejenerasyonlar saptanmustir (Sekil 4.11; Sekil 4.12; Sekil 4.13; Sekil
4.14; Sekil 4.15). Tespit edilen bu degisiklikler her bir uygulama grubuna ait tatl su
1stakoz orneklerinde farkli sikliklarda olmakla birlikte, hemen hemen biitiin 6rneklerde
kaydedilmistir. Histopatolojik bulgular artan doz ve maruziyet siiresine bagl olarak

artis gostermistir.

Sekil 4.11. 48 saat siire ile 100 mg/L akrilamide maruz kalan tatli su istakozlarinin
hepatopankreasinda dejenerasyon (Ok) (H&E).
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Sekil 4.12. 7 giin siire ile 100 mg/L akrilamide maruz kalan tath su 1stakozlarinin
hepatopankreasinda dejenerasyon (OK) (H&E).

\,.af amfpr Y

~ _astha

Sekil 4.13. 7 giin siire ile 200 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarmin
hepatopankreasinda dejenerasyon (Ok) (H&E).

35



Sekil 4.14. 7 giin siire ile 100 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarmin
hepatopankreasinda nekroz (Yildiz) (H&E).

Sekil 4.15. 7 giin siire ile 200 mg/L akrilamide maruz kalan tath su istakozlarmin
hepatopankreasinda nekroz (Yildiz) (H&E).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Sucul ortam, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan birgok toksik
kimyasalin desarji ile kirletilmektedir. Meydana gelen bu kirlenme ise sistem iginde
yasamlarini idame ettiren tiim sucul canlilar i¢in yikict etkilere neden olmaktadir.
Dogal sulara ulasan bu kimyasallarin 6ldiiriicli olmayan subletal konsantrasyonlar ile
laboratuvarda kontrollii sartlar altinda yapilan biyodeneyler, sucul organizmalar
iizerine kirleticilerin etkilerinin belirlenmesi bakimindan ¢ok O6nemli veriler
saglamaktadir. Toksik kimyasallarin dogal sistemlerde genellikle subletal diizeylerde
bulunmalar1 ve 6lime yol agmamalari, bu kimyasallarin canli sistemler {izerine
olumsuz etkilerinin olmadigini gostermez. Aksine subletal maruziyetin etkileri hiicre,
doku, organ ve organ sistemleri gibi farkli biyolojik organizasyon diizeylerinde
geliserek, s6z konusu canlmin ortama adaptasyon yeteneginde azalmaya ve
hastaliklara neden olmaktadir. Dolayisiyla baliklar basta olmak iizere sucul model
organizmalalarla yapilan toksisite deneylerinde 6zellikle subletal dozlara dair etkilerin

degerlendirilmesi biiyiik onem tagimaktadir.

Hayvan dokularinda olusan histopatolojik degisiklikler ¢evresel stresorlere maruz
kalmanin oncelikli biyogostergeleri olarak kullanilabilirler. Histolojik analizler ¢ok
duyarli parametreler olarak bilinir ve hedef organlarda hiicresel degisimlerin
belirlenmesinde gereklidir. Histopatolojik semptomlarda ani degisimler yasanmadigi
icin elde edilen veriler ger¢egi yansitmaktadir. Ancak; biyokimyasal, fizyolojik ve
histopatolojik hususlarin bir arada degerlendirilmesi de yerinde bir yaklasimdir
(Hinton ve Lauren, 1990). Son yillarda yapilan ¢alismalarda herhangi bir toksik
maddenin sucul canlilar {izerinde yaratabilecegi olumsuz durumlarin en erken
tespitinin kan parametreleri ve histopatolojik incelemeler sonucu elde edilebildigi ve

toksikolojik caligmalarin tiim diinyada bu yone yonelmis oldugu da belirtilmektedir.

Genellikle olumsuz yonde gelisen g¢evresel degisimler “cevresel stres” olarak
tanimlanir ve kabuklularin (Crustacea) bagisiklik sisteminde 6nemli degisiklikleri
indiikler (Le Moullac ve Haffner, 2000). Bagisiklik sisteminin 6nemli
parametrelerinden biri olan hemosit sayis1 strese maruziyet indikatorii olarak kabul
edilir ve bu parametre ¢evresel sartlarin dogal ritimsel dongiileri ile kimyasal ve
fizikokimyasal stresle baglantili olarak spesifik olmayan bir sekilde degisimler gosterir

(Jussila vd., 1998; Le Moullac ve Haffner, 2000).
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Bu ¢alismada iki farkli konsantrasyonda (100 ve 200 mg/L) akrilamide 48 ve 7 giin
slireyle maruz kalan tatli su 1stakozlarinm toplam hemosit sayilar1 sayilarak kontrol
gruplarna gore farkliliklar1 incelenmistir. Tiim uygulama gruplarinda toplam hemosit
sayilar1 kontrol gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir
azalmanin oldugu saptanmustir (p< 0.05). Ayrica, 7 giinliik akrilamid uygulama
grubunda yer alan tatlh su istakozlarinin hemosit sayilar1 48 saatlik uygulama
grubundakilere gore onemli bir diisiis gostermistir (p< 0.05). Ksenobiyotik ve
stresOrler tarafindan hemosit hareketliliginin inhibisyonu hemosit sayisindaki
azalmay: agiklamaktadir (Jussila vd., 1997). Calisma bulgularina benzer sekilde
hemosit sayisinda azalma, farkl toksikant ve stres faktorlerine maruz kalmis diger
birgok Crustacea tiiriinde rapor edilmistir (Smith ve Johnston, 1992; Jussila vd., 1997;
Jussila vd., 1998; Le Maullac ve Haffner, 2000; Yavuzcan ve Benli, 2004). Benli
(2004) tathi su istakozu (Astacus leptodactylus) ile yapmis oldugu calismada
etofenprox’un 2 farkl subletal dozuna 96 saat siire ile maruziyet sonrasinda toplam
hemosit sayisinda 6nemli bir diisiis bildirmistir. Smith ve Johnston (1992), PCB 15°¢
maruz kalan Crangon crangon’larda fenoloksidaz aktivitelerinde ve hemosit
sayilarinda 6nemli diistisler oldugunu tespit etmislerdir. 58 ve 116 mg/L kadmiyuma
96 saat siire ile maruz kalan tatli su yengec¢lerinde (Sinopotaman henanense) hemosit
sayilarmda diisme saptanmustir (Qin vd., 2012). Diisiik hemosit sayisi1 birgok enfektif
hastaliga duyarlilig1 artirmakta ve canlinin savunma sisteminin zayiflamasma neden
olmaktadir. Hemosit sayisindaki azalma, akrilamide maruziyet sonucunda gelisen

stresin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Akuatik organizmalarda solungaglar, iyonik degisim ve osmoregiilasyonun
diizenlenmesi, solunum gazlarinin tasinmasindaki 6nemli rolleri nedeniyle hayati
organlardir. Solungaglar ayni zamanda sudaki mevcut kirletici maddeler i¢in ilk
bariyer olarak gérev yaparlar (Mallat, 1985; Negro vd., 2012). Bu tez ¢alismasinda 48
saat ve 7 glin boyunca akrilamid’in 2 farkli subletal dozuna maruz kalan tath su 1stakoz
(Astacus leptodactylus)’larinin solunga¢ dokularinda hiperemi, bransitis, hemositik
konjesyon ve hipertrofi gibi bir¢ok histopatolojik degisiklik saptanmustir. Tespit edilen
histopatolojik degisikliklerin biiyiik bir gogunlugu farkli maruziyet sartlar1 altindaki
farkli Crustacea tiirlerinde de bildirilmistir. 0.15 mg/L kroma maruz kalan tath su
istakozlarmin solunga¢ dokularinda epitel hiicre disorganizasyonu ve lamellerde

kapsiil olusumu saptanmistir (Bollinger vd., 1997).
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Yine bagka bir ¢aligmada 1.5 pg/L fenitrothiona maruz kalan tatli su istakozlarinin
solunga¢ dokularmin  %5’inde branchitis, %13’tinde kapsiil olusumu benzeri
yap1, %7.5 unda hemositik kongesyon, %62.5’unda hiperemi benzeri yap1, % 80’inde
afferent ve efferent kanalda dolgunluk saptanmistir (Benli, 2010). Chang vd. (2006)
karideslerle yapmis olduklari ¢alismada 0.4 mg/L trichlorfon’a 24 saat siire ile
maruziyetin  solungag¢ lamellerinde nekroz, hiperplazi, fuzyon ve mukus

sekresyonunda artis gibi yapisal degisikliklere neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Yiiksek organizmalarda analogu karaciger olan hepatopankreas, hassas bir organdir ve
pestisit ve diger su kaynakl kirleticilere kars1 bozulma egilimde oldugu bildirilmistir.
Hepatopankreas tubuler yapiya sahiptir ve tubullerde 4 farkli tip epitel hiicreden
olusmaktadir. Bundan dolay1, pestisit gibi zararli kimyasal maddelere maruz kalmak
tiibiil ve epitel hiicrelerinin yapisinda degisiklikler yaratmasi olasidir (Bhavan ve
Geraldine, 2000; Sousa ve Petriella, 2007). Yapilan bu tez calismasinda 48 saat ve 7
giin boyunca akrilamid’in 2 farkl subletal dozuna maruz kalan tath su 1stakoz (Astacus
leptodactylus)’larinin hepatopankreas dokularinda hiperemi, bransitis, hemositik
konjesyon ve hipertrofi gibi bir¢ok histopatolojik degisiklik saptanmustir. Tespit edilen
histopatolojik degisikliklerin biiyiik bir ¢ogunlugu farkli Kimyasal ve maruziyet
sartlar1 altindaki farkli Crustacea tiirlerinde de bildirilmistir. Bu ¢alismadaki
histopatolojik bulgulara benzer sekilde, Bhavan ve Geraldine (2000) 32 mg/L
endosiilfana maruziyetin karideslerin hepatopankreas tiibiillerinde nekroza ve
hemosolik a¢iklikta hemosit akiimiilasyonuna neden oldugunu bildirmiglerdir. Sousa
ve Petriella (2007) kirlenmenin ¢ok yogun oldugu sularda yasayan Palaemonetes
argentinus’un hepatopankreas dokusunda intertiibliler hemosit infiltrasyonu,
tiibiillerde  katlanmis bazal lamina gibi Onemli histopatolojik degisimler
gozlemlemislerdir. Espericueta vd. (2008) 1 hafta siiresince 3.512, 1.756, 0.877 mg/L
bakira maruz kalan L.vannamei’lerde tubuler yapmin bozuldugu, atrofi ve fokal
nekroz saptamiglardir. Wu vd. (2008) 7 giin 0.1 - 0.2 mg/L Cd’a maruz kalan beyaz
karideslerin (L. vannamei) hepatopankreaslarinmn tubul lumeninin yildiz sekli
bozuldugu, tubuler epitelyum hiicrelerdeki morfolojik bozukluklardan dolay:1 basal
laminada kalinlagma oldugu, 0.4 mg/L Cd’a maruz kalan karideslerin 14. giin sonunda
tubuler epitelyum hiicreleri yliksek oranda vakuollagmis ve ayni diizeyde koptugunu

bildirmislerdir.
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Benli (2010) yapmis oldugu calismada, 0.025 pg/L cyfluthrine maruz kalan tath su
istakozlarinda  %47.5’unda  melanizasyon, %35’inde  tubul epitel hiicre
nekrozu, %55’inde tubul lumeninde genisleme, % 5’inde hepatopankreasta interstisyel
bolgede hemolemf infiltrasyonu, %5’inde tubulde epitel hiicre dokiilmesi saptamistir

(Benli, 2010).

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de genis bir dagilim gosteren ve dipte beslenmesi, besin
zincirindeki 6nemi ve OECD gibi uluslararas1 kuruluslar tarafindan standart test
organizmast olmasi yOniiyle tercih edilen tath su 1stakozu Astacus leptodactylus
dokularinda ¢evresel kirletici olarak yaygin bulunan akrilamid’in subletal diizeylerinin
toplam hemosit sayilar1 ve solungag ve hepatopankreas dokularina histopatolojik
etkileri arastirilmistir. Daha detayli arastirmalarla hem etki mekanizmasina yonelik
hem de besin zincirinde yer alan diger canlilara toksik etkilerinin belirlenebilecegi

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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