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YUKSEK LiSANS TEZi

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss)’NDA THIAMETHOXAM
KAYNAKLI HEMATOTOKSISITE, OKSIDATIF STRES VE
IMMUNOTOKSISITEYE KARSI ULEXITIN MODULATOR ROLU

Ayse GUNAY
Danisman: Doc¢. Dr. Arzu UCAR

Amag: Giiniimiizde farkli insektisitlerle su ortaminin kontaminasyonu, su ekosisteminde
onemli bir endise kaynagidir. Bu nedenle, kurgulanan calismada, Gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss)’nda olumsuz etkileri {izerine smurli bilgi bulunan Thiamethoxam
(TMX) iizerine yogunlasilarak LCso degeri ve kan dokusunda hematotoksisite, oksidatif durum,
sitotoksisite, DNA hasar1 ve apoptotik durum gostergeleri lizerinde etkileri arastirilmistir.
Bununla birlikte TMX aracili toksisitenin bertarafinda Uleksit (UX) takviyesinin antitoksik
potansiyeli belirlenmistir.

Yontem: Calismada ortalama agirliklari 20+3 gr olan 380 adet O mykiss kullanildi. Bu
baliklardan 140 tanesi ile 7 konsantrasyon (100, 125, 150, 175, 200, 225, 250) x 2 tekerriirli
calisilarak LCsp degeri belirlenmistir. Diger 240 balik ile olusturulan deneme diizeni 4 grup
[kontrol grubu (TMX ve/veya UX uygulanmayan), TMX (0,36 mg/l), TMX+UX (0,36 mg/l +
18,75 mg/l), UX (18,75 mg/l)] seklinde olusturulmustur. Akut deneme periyodu sonunda
kontrol ve uygulama gruplarindan 6rneklenen baliklardan kan alinmis, hematolojik analizler,
oksidatif stres parametreleri, inflamasyon, DNA hasar1 ve apoptoz analizleri uygun
biyomarkerlar ile belirlenmisir.

Bulgular: TMX i¢in belirlenen LCs5096 degeri 0,73 olarak belirlenmistir. Hematoloji profili,
TMX uygulamasi sonucunda RBC, Hgb ve Hct degerleri kontrol grubuna gore zamansal olarak
diistis gostermis, MCV, MCH ve MCHC degerlerinde ise artislar belirlenmistir. UX” in ortama
ilave edilmesiyle hematolojik parametrelerde inhibisyon/indiiksiyonun yavaslatildigi tespit
edilmistir. Deneme siiresince (48. ve 96. saatte ) TMX’ in kortizol seviyesini indiikledigi, UX
takviyesinin ise bu indiiklemeyi 48. saatte yavaslattigi kaydedilmistir. TMX uygulamasinin
antioksidan enzim (SOD, CAT, GPx, GSH) aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide inhibisyona ugradig,
ROS’un stimiilasyonu sonucunda MDA ve MPO degerleri arttig1 belirlenen diger 6nemli
degisimler arasindadir (p<0.05). Ortama ilave edilen UX’ in ise antioksidanlar lehine aktivite
gosterdigi, MDA ve MPO seviyelerini inhibe etmeye calistigi belirlenmistir. Inflamasyon
parmetrelerinden Nrf-2, uygulama ve kontrol gruplart karsilastirildiginda zamana bagli olarak
inhibisyona ugrattigi, IL-6, TNF-o, DNA hasar1 ve apoptozu indiiklendigi ve UX’ in bu durumu
baskiladigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclar istatistik agidan anlamli olarak
degerlendirilmistir (p<0.05).

Sonu¢: Gokkusagi alabaliklarinda TMX i¢in LC 50 degeri belirlenmis ve TMX aracili
biyokimyasal (oksidatif, apoptotik ve inflamatuar) belirteglerdeki degisimlerde UX
uygulamasinin toksik tablonun modiilasyonunda etkili oldugu ve pestisit kaynakli toksisitelerde
umut verici bir torepatik ajan olarak avantajli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oncorhynchus mykiss, Thiamethoxam, hematotoksisite, ulexite
Ocak 2023, 64 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

MODULATORY ROLE OF ULEXIT AGAINST THIAMETHOXAM-INDUCED
HEMATOTOXICITY, OXIDATIVE STRESS AND IMMUNOTOXICITY IN
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

Ayse GUNAY
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu UCAR

Objective: Contamination of the aquatic environment with different insecticides is a major
concern in the aquatic ecosystem today. For this reason, in the designed study, Thiamethoxam
(TMX) for which there is limited information on its negative effects on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) was investigated, focusing on LCso value and its effects on
hematotoxicity, oxidative status, cytotoxicity, DNA damage and apoptotic status indicators in
blood tissue. However, the antitoxic potential of ulexide (UX) supplementation in the
elimination of TMX-mediated toxicity has been determined.

Method: In the study, 380 O. mykiss with an average weight of 20+£3 g were used. The LCso
value was determined by working with 140 of these fish at 7 concentrations (100, 125, 150,
175, 200, 225, 250) x 2 replications. Trial set up with 240 other fish 4 groups [control group
(without TMX and/or UX), TMX (0.36 mg/l), TMX+UX (0.36 mg/Il + 18,75 mg/l), UX (18,75
mg) /I)]. At the end of the acute trial period, blood was taken from the fish sampled from the
control and application groups, hematological analyzes, oxidative stress parameters,
inflammation, DNA damage and apoptosis analyzes were determined with appropriate
biomarkers.

Results: LCs096 value determined for TMX 0.73 has been determined. As a result of
hematology profile, TMX application, RBC, Hgb and Hct values showed a temporal decrease
compared to the control group, while increases were determined in MCV, MCH and MCHC
values. It was determined that the inhibition/induction of hematological parameters was slowed
down by adding UX to the medium. During the trial (48" and 96" hours), it was noted that
TMX induced cortisol level, while UX supplementation slowed this induction at 48" hour.
Antioxidant enzyme (SOD, CAT, GPx, GSH) activities were significantly inhibited by TMX
application, and MDA and MPO values increased as a result of the stimulation of ROS (p<0.05).
It was determined that UX added to the medium showed activity in favor of antioxidants and
tried to inhibit MDA and MPO levels. When Nrf-2, one of the inflammation parameters, was
compared with the administration and control groups, it was determined that it inhibited
depending on time, IL-6, TNF-a, DNA damage and apoptosis were induced, and UX suppressed
this situation. The results obtained were evaluated as statistically significant (p<0.05).

Conclusion: The LCsg value was determined for TMX in rainbow trout and it was concluded
that UX application is effective in the modulation of the toxic picture in changes in TMX-
mediated biochemical (oxidative, apoptotic and inflammatory) markers and may be
advantageous as a promising therapeutic agent in pesticide-induced toxicities.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, Thiamethoxam, hematotoxicity, ulexite
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GIRIS

Su iirtinleri yetistiriciligi kiiresel olarak en hizli biiylime oranina sahip gida iiretim
teknolojisi olmustur. 2050 yilina kadar 10 milyara ulasmasi1 beklenen kiiresel niifusun, degisen
sosyo-ekonomik demografi ve saglikli gidalara yonelik beslenme egilimleri her zamankinden
daha 6nemli hale gelecektir. Hem tatli su hem de deniz ortamlarindan elde edilen su firiinleri,
gida ve beslenme giivenligi hedeflerine ulasmak ve potansiyel olarak daha ¢evresel olarak

stirdiirtilebilir hayvansal kaynakli gidalar saglamak i¢in merkezi 6neme sahiptir (Tacon et al.
2022).

1995 yilinda FAO’nun Sorumlu Balik¢ilik Davranis Kurallarini onaylanmasindan bu
yana, su lriinlerine yonelik siirekli artan talep ve tiiketim, su tirlinleri yetistiriciliginin giderek
daha 6nemli bir gida kaynag: haline getirmis, balik¢ilik ve su tiriinleri sektdrii 6nemli 6lgiide
degismistir. Bu doniisiim, FAO Balik¢ilik Komitesi'nin (COFI) 2021 Siirdiiriilebilir Balik¢ilik
ve Su Uriinleri Bildirgesi' nde de kabul edilmektedir. Deklarasyon, daha verimli, kapsayict,
esnek ve stirdiiriilebilir sucul gida sistemlerini tesvik etmek ve sektoriin 2030 hedeflerine
katkisin1 artirmak icin ek c¢abanin gerekli oldugu bir dizi Oneriyi 6zetlemektedir. FAO

biinyesinde Oncelikli Program Alani1 haline gelen Mavi doniisiim vizyonu ve yol haritasi;

1 — Su iiriinlerine yonelik kiiresel talebi karsilamak ve su {irlinleri yetistiriciliginin
stirdiiriilebilir genisletilmesi.
2 — Saglikl stoklar ve ge¢im kaynaklari saglamak i¢in tiim balik¢iligin etkin yonetimi

3 — Sudaki gida zincirinin sosyal, ekonomik ve ¢evresel uygulanabilirligini saglamak
seklinde ii¢c onemli noktaya odaklanmistir (FAO 2022).

Farkli kaynaklardan gelen farkli cevresel kirleticiler/kimyasallar su kiitlelerinde kolayca
ve dogrudan karistig1 i¢in su ekosistemindeki organizmalarin karasal hayvanlara kiyasla sayisiz
sorunla kars1 karsiya oldugu bilinmektedir (Rehman et al. 2020). Tatli su ekosistemleri diinya
capinda en fazla kirlilikle kars1 karsiya kalan ortamlardir. Bu ortamlardaki akuatik canlilar en
yaygin kirlilik kaynaklart olan hava degisiklikleri, asidik maddeler, kanalizasyon kirliligi ve
kimyasal maddeler gibi bir¢ok stresore maruz kalirlar. Kimyasallarin, 6zellikle tarimda
pestisitlerin rastgele kullanimi, ekosistemi kirleterek baliklar da dahil olmak {izere tiim su
organizmalar1 igin ciddi bir risk olusturmaktadir. I¢ su ekosistemlerinin ve destekledikleri
balik¢ilik hizmetlerinin gelecekteki katkisi, su kaynaklarinin ve tarimsal genislemenin neden

oldugu habitat tahribati ve g¢evresel bozulma, su kalitesi sorunlart ve insan niifusundan



kaynaklanan artan balik¢ilik baskisi dahil olmak iizere, ekonomik ve kentsel kalkinma ile
baglantili ¢ok sayida stres faktorii tarafindan tehdit edilmektedir (Reid et al. 2018; Tickner et
al. 2020).

Pestisitler, herhangi bir zararliy1 yok etmek veya kontrol altina almak i¢in tasarlanmis
kimyasal veya biyolojik igerikli maddeler / karisimlaridir. Pestisitler, tarimsal amagcli,
endistriyel ve evsel ortamlarda zararlilari yOnetmek i¢in, tarimsal / kentsel alanlarda
hasere uygulamalarindaki etkinligini artirmak ve maliyetini azaltmak sebebi ile siklikla
kullanilmaktadir. Pestisit uygulamasi ig¢in kullanilan yontemler (piiskiirtme ve tozlama), Su
ekosistemine girmelerini saglamaktadir. Bundan dolayi, suda yasayan organizmalar
toksikolojik ve yapisal olarak farkli pestisitlerin maruziyeti altinda kalmaktadir (Barcchetta,
2014). Hizla artan pestisit miktari, temel olarak kiiresel tarim arazilerinin %64'iiniin birden fazla
etken madde nedeniyle pestisit kirliligi riski altinda oldugunu ve %3 1'inin yiiksek risk altinda

oldugunu acgiklamaktadir.

Pestisitler, nehirler ve yeralt1 sular1 gibi dogal su kiitlelerine de taginabilir; 6rnegin, bir
musir tarlasindan gelen pestisitler, akis nedeniyle yakindaki bir akarsuya girebilir veya yeralti
suyuna sizabilir (Struger et al. 2017). Havadaki pestisitlerden kaynaklanan tozunumlar da bu
kirlilige katkida bulunabilir. Bu tasmmim sekilleri birbirinden bagimsiz olarak meydana
gelmezler, ancak Majewski ve Capel (1995) tarafindan gézlemlenen ve 6nerilen, ABD Jeolojik
Arastirmasina dayanan ve Sekil 1'de tasvir edilen dongiisel bir siiregler agiyla yakindan

baglantilidir (Adegun et al. 2020).
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Sekil 1. Pestisitlerin akarsulara ve yeralti sularina tasinmasi yollar1 (Adegun 2020)

Tarimsal etkinliklerde siirekli olarak ayni insektisitlerin kullanilmas1 bocek tiirlerinin
zamanla bu insektisitlere karsi duyarliligimi kaybederek direngli duruma gelmesine sebep

olmakta ve bu da kimyasallarin siirekli olarak yenilenme gereksinimini ortaya ¢ikarmaktadir.
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Bundan dolay1 uzun yillardir kullanimlarma bagl olarak organoklorlu, organofosforlu ve
karbamat tiirii insektisitlerin azalan etkinligine bagli olarak tarimsal uygulamalari zamanla
azalmis ve bu kimyasallara alternatif olarak piretroitler ve daha sonralar1 da neonikotinoid tiirii
insektisitler gelistirilmistir (Firat, 2018). Piretroitler de dahil olmak {izere giiniimiizde
kullanilan insektisitlerin geleneksel insektisitlere gore daha az biyolojik birikime sahip oldugu
bilinmektedir, ancak ne yazik ki yiiksek kullanimlar1 nedeniyle siklikla su ortamina karigmakta

ve akuatik organizmalarda olumsuz etkilere yol agmaktadir.

Insektisitlerin yeni bir sinifi olan neonikotinoidler, tarimsal uygulamalarda 30 yil1 askin
stiredir kullanilmaktadir. Diinya c¢apinda diger bilinen insektisitlere (organoklorlu,
organofosforlu, karbamat ve piretroitler gibi) karsin daha ¢ok kullanilan tarim ilaglar1 haline
gelmistir. Giiniimiizde neonikotinoidler 20°den fazla iilkede insektisit olarak kullanilmaktadir

(Firat, 2018)

Neonikotinoid insektisitler, boceklere baglanmaya daha fazla afiniteleri nedeniyle gida
tirtinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Jeschke et al. 2011, Yan et al. 2016, Giil et al.
2019). Thiamethoxam (TMX), sucul biyotada toksisiteye neden olabilecek, tarim alanindan
bdcekleri kontrol etmede etkili potansiyeli nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir neonikotinoid
insektisittir (El Euony et al. 2020). Bu insektisit, baliklarin yagsadigi su kaynaklarina yagislardan
ve sulama kanallarindan kolayca ulasabilir ve toksisiteye neden olabilir. Son zamanlarda,
omurgalilar, vahsi yasam popiilasyonlar1 ve su popiilasyonu dahil olmak iizere hedef ve hedef
olmayan yasam tiirlerinde farkli pestisitlerin genis spektrumlu toksisitesi hakkinda biiyiik

endiseler ortaya ¢ikmaistir.

TMX, baliklar ve omurgasizlar dahil olmak iizere bir¢ok suda yasayan organizma i¢in
toksik olabilir. Yiiksek yikama kapasitesi, topraktan diisiik absorpsiyon, suda yiiksek
¢oziinlirliik ve biyolojik aritmaya direng sebebiyle 6zellikle baliklarda, TMX' in hepatorenal
hasara, oksidatif strese, immiinotoksisiteye, hemato-biyokimyasal degisikliklere ve metabolik
bozukluklara sebep olabilecegi bildirilmistir (Hasan et al. 2022). Yetistirilen sucul tiirlerin
bagisiklik sisteminin zayiflamasiyla sonuglanan stresli kosullar birgok aragtirma ile

belgelenmistir (Roosta ve Hoseinifar 2016).

“Green aquaculture” (antibiyotiksiz) yetistiricilik sekli hastalik tedavisinin zorluklari
g0z Oniine alindiginda, dogustan gelen bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi ile biliyiik 6nem
tasimaktadir (Ringe et al. 2016). Mevcut yaklasimlar arasinda, c¢evre dostu bir
immiinomodiilasyon araci olarak bir takim maddelerinin uygulanmasi énerilmistir (Pohlenz &
Gatlin 111, 2014; Dawood ve Koshio 2016). Su firtinleri yetistiriciligi ¢caligmalarinda terapotik

uygulamalar hakkinda bilgi mevcut olsa da, etki mekanizmalarin1 ve uygulama yontemlerini
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olusturmak ve ¢evre iizerinde olumsuz etkisi olmayan iiriinlerin kullanimlarinin potansiyel

faydalarini gostermek adina bu tirtinlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Bor, hidrosferde ve litosferde yaygin olarak dagilmis, fotosentetik metabolizmaya ve
kalsiyum hareketine katilim1 nedeniyle bitki gelisimi i¢in temel bir mikro elementtir. En 6nemli
ticari borat liriin ve mineralleri; boraks pentahidrat, boraks, sodyum perborat, borik asit (BX),
kolemanit (COL) ve iileksit (UX) olarak bilinmektedir. Uleksit, borat minerali, NaCaBsOg(OH)
6:5H20, hidratli sodyum ve kalsiyum borattan olusur (Britanica 2018). BX, COL ve UX gibi
boratlarin hayvan ve insan beslenmesinde kullanilmasi organizmanin gesitli metabolik ve
fizyolojik sistemleri tizerinde 6nemli etkilere sahip olabilir (Alak et al. 2020). Bor mineralleri
hormon ve lipit metabolizmasinin yanisira birgok enzimin aktivitesinde de etki gostermektedir.
Boratlarin metabolize olmadig1 ve oksidatif stres parametrelerini degistirerek organizmanin
ugradigi hasar1 kontrol etmeye ¢alistigi bildirilmistir (Alak et al. 2020). Daha 6nce yapilan
calismalarda UX' in diisiik dozlarinin zebra baliklarinda (Danio rerio) MN frekanslarini
degistirmedigini, oksidatif strese neden olmadigi ve karaciger dokusundaki tiim enzim
aktivitelerini destekledigini gostermistir. UX' in O. mykiss’ in beyin dokusunda DNA hasari
veya apoptozu hizlandirmadigi ve UX' in sucul ortamlarda giivenle kullanilabilecegi de

bildirilmistir (Ugar et al. 2022).

Su iirlinleri iiretimi, hayvansal iiretim arastirmalar1 i¢ginde 6nemini kabul ettirmis, hizla
gelisen bir iiretim dahdir. i¢ su baliklari, kiiresel olarak tanimlanan tiim balik tiirlerinin en az
%S50' sini olusturur (Fricke et al. 2020), bu da kiiresel biyolojik ¢esitliligin dnemli bir bilesenini
temsil eder (Loh et al. 2005).

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO) ve Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
(OECD), Danio rerio, Pimephales promelas, Oncorhynchus mykiss ve Oryzias latipes gibi
akuatik canlilar1 model organizma olarak onermistir (ISO 1996; OECD 2013). Gokkusagi
alabalig1 ekonomik degerinin yiiksek olusu dikkate alindiginda 100 yili askin stiredir kiiltiirii
yapilan ve en fazla arastirma konusu olan balik tiirlerinden birisi konumunda olup, kolay elde
edilebilirligi nedeniyle akuatik toksikoloji caligmalarinda, toksik maddelerin etkisini

belirlemede 6nemli biomarkerlardandir (Wu et al. 2014).

Su Kkiitleleri tizerinde son yillarda tarimsal ve endiistriyel kimyasallarin varligr artig
gostermektedir. Bu kimyasallarin sucul canlilar tarafindan biinyelerine alinmasi, su, sediment,
suda asili partikiil madde ve besin yoluyla olabilmektedir. Organizmalar tarafindan alinan
cevresel kirleticiler, serbest radikaller ile miicadelede rol oynayan metabolik siireglerin
bozulmasia sebep olmaktadir (Akbulut, 2014). Pestisitlerin yaygmn kullanimlari, tarimsal

arazilerden gelen akislar yoluyla gollere ve nehirlere zarar vermekte, biyolojik olarak birikme



ve besin zincirini bozma kapasiteleri nedeniyle hayvanlar ve insanlar igin risk olusturmaktadir
(Bodnar et al. 2022). Baliklar, tatli su - deniz ekosistemlerinin temel bir bilesenini temsil eder
ve dengelerinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Akut pestisit maruziyeti baliklarin ani
Oliimiine neden olabilirken, diisiik dozda fakat uzun siireli maruziyetler, saglik durumunu bozan
ve onlar1 ek stres faktorlerine kars1 savunmasiz hale getiren hiicresel ve doku hasarina neden
olabilir (Khatip et al. 2022). Stres genellikle, Wendelaar Bonga (1997) tarafindan yorumlandigi
gibi, genellikle stres etkeni olarak adlandirilan yerlesik veya digsal uyaranlardan dolayi
homeostaz olarak adlandirilan bir organizmanin enerjik kararliliginin bozuldugu bir durum
olarak tanimlanir (Chrousos and Gold 1992). Bir organizmanin stresli bir duruma tepkisi tiirden
tiire degisir ve ¢evrelerine uyum saglama yeteneklerine baghdir. Baliklarda stres kosullar
hematolojik parametreler araciligiyla degerlendirilebilir (Fernandez and Mazon 2003). Stresin
hematolojik parametrelere yansimasi, maruz kalma siiresinin yanisira stres diizeyine de

baglidir.

Baliklar g¢evreleriyle ¢ok yakin temas halinde yasarlar ve bu nedenle kan hiicresi
bilesenlerine yansiyabilecek fiziksel ve kimyasal degisikliklere karsi ¢ok hassastirlar. Balik
sagligini1 gozlemleyebilmek icin standartlastirilmis, ekonomik olan yontemlerin kullanilmasi ve
dogrulanmasi, balik tretiminin genis Ol¢iide yayginlasmasi igin gereklidir. Hematolojik
parametrelerin arastirilmasi, besleme, su kalitesi ve hastalikla ilgili degisikliklere cevap olarak
baliklarin saglik durumuna iligkin gostergelerin gelistirilmesini saglayabilir (Fazio, 2019).
Hematolojik profil, akuatik canlilarin fizyolojik durumunu ve sagligini yansittig1 igin strese
sebep olan kosullart ve/veya iiretim performansini etkileyen hastaliklar1 belirlemek ve
degerlendirmek adma diger rutin teshis yontemleriyle birlikte kullanilabilir. Hematolojik
degerler arasindaki farkliliklar, ¢ok sayida igsel ve dissal faktorden etkilenir (Fazio, 2019).
Rutin hematolojik analizler, kan hiicresi sayimlarinin ve diger hiicre ile ilgili parametrelerin
degerlendirilmesinden  ayr1  olarak  biyokimyasal  gostergelerin  Ol¢limlerini  de
icermektedir. Stres, hematolojik parametreleri (Ht, Hb, RBC, MCV) ve ¢esitli biyokimyasal
indeks (6rn. glikoz, katekolamin ve kortizol seviyeleri) seviyelerini olumsuz etkleyebilir.
Baliklarda en fazla bulunan, énemli bir tan1 parametresi olan RBC (Eritrositler) tim kan
hiicrelerinin % 98-99' unu olustururlar. Kandaki eritrosit igeriginin en basit 6l¢iisii olan
Hematokrit (Ht), kan hacmindeki eritrosit ylizdesi olarak bilinir. Hemoglobin konsantrasyonu
(Hb), balik kirmizi kan hiicreleri, diger omurgalilarda oldugu gibi, tetramerik hemoglobin
icermektedir. Eritrosit iligkili indeksler (MCV, MCH ve MCHC) ayrica kirmizi kan
hiicrelerinin morfolojisini ve oOzelliklerini tanimlayan analizleri de igerir (Witeska, 2022).
Mutlak degerler, eritrositlerin boyutu ve hemoglobin igerigi temelinde aneminin belirlenmesi

ve simiflandirilmasinda faydalidir. Pestisit zehirlenmesi, sirasiyla anizositoz ve poikilositoz
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olarak adlandirilan RBC' lerin boyutunda ve seklinde degisikliklere neden olur. Mutlak
degerlerdeki degisiklik, normal MCV degerlerine sahip normal sekil ve boyuttaki normositik
RBC' ler, daha yiiksek MVC degerlerine sahip genislemis makrositik RBC' ler veya daha diisiik
MCYV degerlerine sahip kiiciik mikrositik RBC' ler ile de karakterize edilebilir. Aymi sekilde,
hemoglobin (Hb) igerigi temelinde, eritrositler de ii¢ sinifa ayrilir; normal Hb icerigine sahip
normokromik, az miktarda Hb icerigine sahip hipokromik ve daha yiiksek Hb seviyelerine sahip
hiperkromik RBC'ler. Baliklarda bu parametrelerde pestisit kaynakli degisiklikler, eritropoez,
hemopoez veya demir igerigi ile etkilesime bagli olarak meydana gelebilir (Sinha et al. 2022).
Lokosit sayis1 (WBC), omurgalilarda bagisiklik durumunun degerlendirilmesinde énemli bir

parametredir (Witeska, 2022).

Herhangi bir ortamin ekolojik olarak bozulmasi, esas olarak antropojenik faktorlerin
veya sonucta baliklarda strese neden olan zararli/bulasici ajanlarin ortaya ¢ikmasinin bir
sonucudur. Periferik kan analizi genellikle baligin fizyolojik durumunu ve tehlikeli maddelerin

sonuglarini teshis etmek i¢in kullanilir (Svobodova and Vykusova, 1991).

Stresin baliklarda hematolojik parametreleri etkileyen 6nemli bir faktor oldugu tespit
edilmistir. Her tiirlii stres altinda hemoglobin icerigindeki degisiklikler, kandaki oksijen
tasinmas1 baliklarin  kanindaki RBC' lerin hemoglobin igerigine bagli oldugundan,
metabolizmanin yanisira oksijen kullanimi tizerinde de belirgindir. Bu nedenle Hb miktar1 ve
RBC sayis1 kirlilik stresinin yansiticilart olarak almir. Farkli 16kosit tipleri ve sayisindaki
degisiklikler, baliklarda artan stresin ana gostergelerinden biridir (Wedemeyer et al. 1990). Ek
olarak, stresorlere verilen fizyolojik tepkiler, uygun tepkinin organizasyon asamasina gore
birincil, ikincil ve igilinciil olarak olusur. Bu tepkilerin cesitliligi, baliklarda stresin nicel
gostergeleri olarak kullanilmaktadir. Birincil stres tepkileri, katekolaminlerin HSC ekseni ve
kortizoliin HPI tarafindan sentezlenmesini ve salinmasini igerir (Schreck and Tort, 2016).
Ikincil tepkiler, bu hormonlarim etkisi ile desteklenir (Barton, 2002) ve stresli durumla basa
¢ikmak i¢in enerji substratlarinin mobilizasyonunu igerir (Koolhaas et al. 2011). Son olarak,
uzun siireli stres donemlerinden sonra yiiksek kortizol seviyeleri bliylimeyi, liremeyi, bagisiklik
sistemini ve hatta hayatta kalmay1 etkileyebilir (Schreck, 2010). Bu steroid hormonunun
salinimi ve etkileri, stres etkenlerinin maruz kalma siiresi ve yogunlugu ile ilgilidir. Akut (kisa
stireli) siirecler altinda, plazma kortizol, eustress olarak bilinen bir siire¢ olan homeostatik bir
durumun iyilesmesine yol acar (McEwen ve Wingfield, 2003). Ancak kronik durumlarda
kortizol bazal seviyelere donmez, allostatik yiik balik toleransini asar ve fizyolojik etkiler artik
adaptif olarak kabul edilmez (Schreck ve Tort, 2016; Jerez-Cepa et al. 2019).



Kortizol salgilanmasi, ¢esitli stresorler araciligiyla uyarilir. Kortikosteroid salinimi ile
tetiklenen ana metabolik siire¢, enerji rezervlerinin glikoliz ve glukoneogenez yoluyla
mobilizasyonudur (Sadoul and Vijayan, 2016), hayvanin durumun enerjisel gereksinimlerini
karsilamasini saglar (Mommsen et al. 1999). Baliklarda kortizol, bas bobregi i¢inde seyrek
olarak dagilan ve kana salinan bobrekler arasi hiicreler tarafindan iiretilir. Plazmadaki
baglanmamis kortizol, fizyolojik olarak aktif tek form olarak kabul edilir. Baliklarda kendi
basina kortizol baglayict globulin (CBG) tespit edilmemis olsa da, diger bir¢gok omurgalidan
farkli olarak (Breuner & Orchinik, 2002), kortizoliin biyoyararlanimini azaltan baz1 molekiiller
tanimlanmistir. Salmonidlerde, kortizolin % 30-55' inin plazmaya baglandigi tahmin
edilmektedir (Idler & Freeman, 1968). Bu baglayict molekiillerin kesin dogasi ve rolii hala net
degildir. Plazmadan temizleme esas olarak katabolizma ve doku alimindan kaynaklanir.
Katabolizma, kortizoliin 11B-oksidasyonu ile farkli organlarda (6rnegin, bobrek, karaciger)
meydana gelir ve biyolojik olarak aktif olmayan metabolit olan kortizolun salinmasiyla
sonuglanir (Mommsen et al. 1999). Hiicreler tarafindan kortizol alimi, molekiiliin hidrofobik
ve yiiksek oranda lipofilik yapisindan dolayt muhtemelen pasif difiizyonla ger¢eklesir. Hedef
dokularin hiicrelerine girdikten sonra kortizol, glukokortikoid ve mineralokortikoid
reseptorlerine (GR ve MR) baglanir. Daha sonra gen ekspresyonunu modiile eder (Faught et al.
2016; Sadoul and Geffroy 2019). Glukokortikoidler, organizmalarin stresorlerle basa ¢ikmasina
izin veren hiicresel siireclerin kritik diizenleyicileridir. Teleostlarda kortizol, dolasimdaki
birincil glukokortikoiddir ve bu hormon bir dizi fizyolojik tepkiye, en Onemlisi akut stres
adaptasyonu i¢in gerekli olan enerji substrat mobilizasyonuna aracilik eder. Kortizol sinyali
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu ¢alismalarin cogu, bir ligand-bagli transkripsiyon faktori
olan glukokortikoid reseptoriiniin (GR) aktivasyonu ve iliskili asag1 akis transkripsiyonel ve
protein tepkileri iizerine olmustur. Bu hormonun akut stres adaptasyonundaki roliine ragmen,
cok az sayida calisma bu hormonun hiicresel fonksiyon {izerindeki hizli etkilerini incelemistir.
Hizli (saniye - dakika) olan ve transkripsiyon ve translasyondan bagimsiz olan nongenomik
kortikosteroid etkileri, ikinci haberci yollarinda ve efektor proteinlerde degisiklikleri igerir.
Ancak bu yol aktivasyonunda yer alan birincil reseptorler belirsiz kalir. Kortizoliin dl¢iilmesi,
belirli bir stres etkeninin baliklar iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in uzun zamandir
miikemmel bir yaklagim olmustur. Artik plazmada iyi kabul edilen bir akut stres gostergesidir,
ancak allostatik asir1 yiiklenmenin bir sonucu olarak HPI duyarsizlasmasi nedeniyle mutlaka

bir kronik stres durumunu yansitmaz (Aerts et al. 2015).

Oksidatif stres, insanlarda ve hayvanlarda toksisitenin ana mekanizmasi olan ve izleme
caligmalarinda yararli bir parametre olarak pestisitlerin neden oldugu olumsuz etkileri gosteren

bir veri olarak bildirilmistir. ROS' taki dengesizlikleri, ¢esitli antioksidan enzim seviyelerinde



ve lipid peroksidasyonunda degisikliklere yol acan antioksidan savunmalari igerir. Oksidatif
stres, pro-oksidanlar ve antioksidanlar orani arasinda bir dengesizlik oldugunda gelisir
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agar. Cevresel Kirleticiler ROS {iretimi
ile suda yasayan organizmalarda oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir (Nwani,2013).
Son ¢alismalarda da baliklardaki pestisit toksisitesinin bir sonucu olarak artan reaktif oksijen
tiirlerinin oksidatif hasara neden oldugu belirlenmistir. Oksidatif stres genotoksik etkilere, lipid
peroksidasyonuna ve enzim inhibisyonlarina neden olarak hiicre ve canli yasamini 6nemli
Olciide olumsuz etkilemektedir. Baliklarda da bu olusan oksidatif stresle bas etmek i¢in 6nemli
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bununla birlikte, ¢ogu arastirma, ROS'u dogrudan
detoksifiye eden birincil antioksidan enzimleri ve islevlerini destekleyen iliskili enzimleri
iceren yiksek molekiiler kiitleli antioksidanlarin calismasina odaklanmistir. Birincil
antioksidan enzimler arasinda O 2'yi H20O;' ye déniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD, EC
1.15.1.1) ve molekiiler oksijen, H202' yi yok eden katalaz (EC 1.1.11.1.6) ve glutatyon bagimli
peroksidaz (GPx, EC 1.11.1) gibi peroksidazlar bulunur. Bunlar arasinda SOD ve CAT
antioksidan savunma sisteminin 6nde gelen enzimleridir. SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksite indirgenmesini katalize ederken, CAT onu oksijen ve suya doniistiiriir. Ote yandan
GSR, oksitlenmis glutatyonun (GSSH) indirgenmis glutatyona (GSH) katalitik doniisiimiiyle
normal GSH seviyesini korur. Normal GSH seviyesi, serbest radikallerin, 6zellikle hidrojen
peroksitin  (H202) indirgenmesi igin bir on asamadir. Genellikle, serbest radikallerin
notralizasyonu sirasinda GSH tiikenir (Awasthi, 2018). GSH (Ly-glutamil-sistenil-glisin), SOD
ve CAT gibi hiicreleri oksidatif stresin zararli etkilerine karsi koruyan dnemli bir enzimatik
olmayan antioksidan molekiildiir. Pestisitlerin toksik etkilerinden biri de lipid
peroksidasyonuna yol agmalaridir. Hiicre zarlarmin yapisal ve islevsel biitlinliigiliniin
bozulmasina neden olan lipit peroksidasyonu oksidatif stresin 6nemli belirteclerinden biridir ve

malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iilmesiyle gosterilebilmektedir (Firat, 2018).

Bagisiklik tepkisi, bir canlinin yabanci maddeleri “kendinden” ayirt etmesine ve onlari
devre dis1 birakmasina ve/veya ortadan kaldirmasina olanak taniyan, homeostatik bir siirecle
dengelenmis karmasik, ¢ok hiicreli, metabolik veya fizyolojik siireclerin bir dizisi olarak
tammlanir (Magnadottir, 2006). Immiin fonksiyonlar ve bunlarm etkinligi, organizmada
immiinsiipresyon veya immiinostimiilasyon siireclerine yol acan ¢esitli eksojen ve endojen
faktorlerden etkilenir (Nawaz et al. 2018). Hiicresel savunma sistemi, islevi ROS seviyesini
diizenlemek olan antioksidan enzimler {iiretir. Bu tilir enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikler
ilgili organizmada oksidatif stres olasiligini daha da artirir (Gupta, 2020). Insektisitlerin neden
oldugu immiinotoksisite, immiinoglobulinlerin konsantrasyonu, immiin hiicrelerdeki fizyolojik

degisiklikler ve sitokin tiretimi dahil olmak iizere cesitli parametrelere dayali olarak
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degerlendirilir  (Yang et al. 2021). Sitokinler, bagisiklik, iltihaplanma ve
hematopoeziye aracilik etmek ve diizenlemek i¢in salinan proteinlerdir. Dogustan gelen ve
edinilmis bagisiklik sistemlerindeki ¢ok islevli enflamatuar sitokinler, bagisiklik tepkileri ile
hiicre etkilesiminde énemli bir rol oynar (Secombes et al. 2001; Rehberger et al. 2021). Bu
nedenle, TNF-a, IL-1pB ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerdeki transkripsiyonel degisiklikler de
baliklarda immiinotoksisitenin indiiklenmesi i¢cin 6nemli faktorlerdir. Ana proinflamatuar
sitokinler, Tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), Interlokin 1 (IL-1) ve Interlokin 6 (IL-6) 'dan
olusur. TNF-a, hiicre gelisimi, ¢ogalma, apoptoz, iltthaplanma ve bagisiklik mekanizmalarinda
bulunmaktadir. TNF-a genleri ¢esitli balik tiirlerinde belirtilmis olmasina ragmen biyolojik
fonksiyonlarimin detayli arastirmalarla agiklanma ihtiyact devam etmektedir. Nrf-2 aktivitesi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasinda ¢ok 6nemli bir katkisi bulunmaktadir. Cevresel
kirleticilerin metabolizmasindan ve oksidatif strese kars1 savunma siirecinden kaynaklanir. Bir
pleiotropik sitokin olan IL-6, sadece hiimoral immiin yanitta degil, bunun disinda B
hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilagmasini indiiklemede de gorev alir. Ayn1 zamanda
antikor salgilayan hiicreler i¢in de antikor tiretir (Ugar et al. 2022). Siklikla immiino-uyaricilar
olarak tanimlanan bir¢ok dogal veya sentetik immiino-uyarici ajan, patofizyolojik siiregleri
normallestirme veya modiile etme yetenegine sahiptir. Ayrica, immiinomodiilatérler, immiin
restoratifler, immiino-arttiricilar veya biyolojik tepki modifiye ediciler olarak bilinen dogustan
gelen (spesifik olmayan) veya adaptif (spesifik) bagisikliklarin herhangi bir bilesenini modiile
edebilir, baskilayabilir ve/veya uyarabilirler (Hoseinifar et al. 2020).

Balik eritrositleri oksidatif strese duyarlidir ve bu nedenle oksidatif stres kaynakli
apoptoz i¢in model olarak kullanilir (Li et al. 2013). Hidroksil radikalleri, balik eritrositlerinde
kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile hiicre i¢i kalsiyum iiretimini ve apoptozu indiikler (Li et
al. 2015). Bu apoptoz siireci, mitokondriden sitokrom ¢' nin salinmasini ve ardindan kaspaz-9
ve kaspaz-3'iin aktivasyonunu takiben DNA pargalanmasini igerir (Li et al. 2016). Kirleticilerin
sebep oldugu oksidatif stres, lipidler, DNA ve proteinler gibi

hiicresel makromolekiilleri bozabilir. Hiicre 6liimii, DNA hasari, lipit peroksidasyonu ve

protein peroksidasyonu, oksidatif stresten sonra apoptotik veya nekrotik mekanizmalarla ortaya
cikar. Apoptozun (programlanmig hiicre 6liimii) cok onemli bir fenomen oldugu ve bundan
dolay1 bir¢ok bozukluk ve hastaligin baliklarda hiicre proliferasyonu/farklilagsmasina ve hiicre
oliimiine sebep olabilecegi ongoriilmektedir (Ugar et al. 2022). 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin
(8-OHdAG), DNA'daki reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu yirmi i¢ oksidatif baz hasarinin
en yaygin ve duyarli olanidir. Oksidatif hasarin en 6nemli gostergesi olan 8-OHdG, DNA
uyarimi sonucu olusur ve oksidatif strese bagl olarak artis gosterir. Apoptoz; (1) reseptor aracili

apoptotik yol ve (1) mitokondri aracili apoptotik yol olmak ftizere iki farkli sekilde
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gerceklesmektedir. Bu yollarin her ikisi de efektor kaspaz olarak kaspaz-3 ile ¢alismaktadir.
Kaspaz-3, hem mitokondriyal hem de apoptotik yolaklarin diizenlenmesinde 6nemli bir
molekiildiir, ayn1 zamanda hiicre apoptozunu ve nekrozunu indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimi ile aktive edilebilir (Ugar et al. 2022).

DNA hasarina sebebiyet veren ¢evresel faktorler fiziksel ve kimyasal ajanlardir. DNA
tizerinde 23 farkli tipte oksidatif baz hasar1 vardir ancak, en fazla bulunan baz modifikasyonu
8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG)' dir. Bundan dolayi, en yaygin olarak Olgiilen baz
hasar1 8-OHdG' dir ve oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olarak kabul gérmiistiir. DNA
hasarmin olusumunda poli (ADP-riboz) polimeraz enzimi (DNA Polimeraz enzimleri) inhibe
olur ve DNA kirilmalari meydana gelir. DNA hasar1 durumunda hiicre apoptoza yonlendirilerek
elimine edilir. Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu
hiicreye 6zgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) efektor kaspazlari inhibe ettigi ve apoptozu
inhibe ettigi belirtilmistir (Alak et al. 2020). Yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve/veya baskilanmis antioksidan savunmalar, DNA oksidasyonuna ve ozellikle ¢evresel
genotoksik maddeler baglaminda genotoksisitenin altinda yatan iyi bilinen bir siire¢ olan, sabit

durumdaki onarilmamis DNA seviyelerinin artmasina neden olabilir (Guilherme, 2012).

Giincel literatiirlerde, neonikotinoidlerin, besin agini kesintiye ugratarak (Yamamuro et
al. 2019; Li et al. 2020) dolayli olarak balik¢ilik verimini azalttigin1 ve ayrica omurgalilarin
gelisimini, iiremesini ve davraniglarin1 olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir (Thompson et al.
2020). Neonikotinoidlerin hidrofilik dogas1 ve bunun sonucunda sucul sistemlerde kaliciligi,
hedef olmayan organizmalar i¢in maruz kalma siiresini uzatir. Bu bulgular, neonikotinoidlerin
bi¢cimlerinin 6tesinde, 6zellikle ¢evreyle ilgili konsantrasyonlarda maruz kalma sirasinda ek

toksisite yollariin arastirilmasina yonelik acil bir ihtiyaci ortaya koymustur.

Bu dogrultuda ¢alismanin amaci, TMX insektisitinin O. mykiss’ in kan dokusunda neden
oldugu oksidatif stresi iyilestirmek icin antioksidan potansiyeli oldugu diisiiniilen UX
takviyesinin potansiyel rolii ve koruyucu mekanizma etkisinin bir incelemesini sunmaktir.
Bunlarin yanisira, giinlimiizde kullanilan piretroidin neden oldugu oksidatif stres aracili

toksisitenin biitiinlesik bir anlayis1 da ortaya konulmustur.
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KURAMSAL TEMELLER

Shen et al. (2021), miklobutanil (MYC) ve thiamethoxam' in (THI) zebra baligi (Danio
rerio) iizerindeki kombine toksik etkisinin ¢oklu biyobelirtegler kullanarak incelendigi
aragtirmada, MYC ve THI kombinasyonlarinin, zebra balig1 embriyolarinda sinerjik toksisite

meydana getirdigi bildirilmistir.

Victoria et al. (2022), minnowlarin TMX’in akut ve kronik maruziyetin ndrodavranissal
toksisitesini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, embriyolarin TMX’e karst akut maruziyetinin 1
dakika i¢inde spontan kasilmalari uyarmadigi saptanirken, embriyolarin 1.57 pg veya daha
fazla TMX/L'ye kronik etkisi altinda mortalitenin artmasina ve spontan kasilma frekansinda

(SCF) hafiflemeye sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Jasmin et al. (2018), difenokonazol ve TMX’ ¢ maruz kalan baligin Labeo rohita
tiiriinde hematolojik parametrelerinde olumsuz bir etki ortaya ¢ikardigini bildirmislerdir. Bu
degisikliklerin, baliklarin hayatta kalmalarini bozabilecek potansiyelde oldugunu, balik
sagliginin degerlendirilmesinde balik¢ilik yoneticilerine ve biyologlara yardimer olabilecek

degerli bilgiler saglayacagini kaydetmislerdir.

Hasan et al. (2022) bantli gurami (Trichogaster fasciata) baligini TMX’ in (0, 0.02, 0.2,
2, 20, 200 mg/L) farkli dozlarma 3 giin siireyle maruz birakarak yumurtadan ¢ikma orani,
kulugka siiresi, 6liim orani, embriyo ve larvalarin malformasyonlari incelemistir. Embriyo igin
TMX' in 24 saatlik LCso' si 4,24 mg/L, 1 giinliik larvalar i¢in 24 saat, 48 saat, 72 saat ve 96
saatlik LCso degerlerinin ise sirasiyla 12.20, 3.80, 0.78 ve 0.27 mg/L oldugu belirlenmistir.
Genel gelisimsel malformasyonlar arasinda lordoz, notokord anormalligi, yolk kesesi 6demi,

koyu kahverengi yolk kesesi, kanama ve diizensiz kuyruk yiizgeci oldugu saptanmustir.

Yang et al. (2020), TMX, Klorpirifos, beta- sipermetrin, tetrakonazol ve
azoksistrobin pestisitlerinin Gobiocypris rarus tiirii tizerinde tekli ve birlesik toksisitelerini
arastirmislardir. Elde edilen sonuglarda TMX’in, 37,85 ila 351,9 mg / L' arasinda degisen LCso
degerleriyle en diisik toksik etkiyi gosterdigi, thiamethoxam-tetraconazole pestisit

karistminin G. rarus' a kars1 sinerjik toksisite meydana getirdigi rapor edilmistir.

Roy et al. (2011), Thiamethoxam (TMX)’ in Oreochromis niloticus iizerinde subletal
konsantrasyonlarinin etkisini aragtirmiglardir. Elde edilen sonuglarda; hemoglobin, eritrosit,

16kosit sayis1 gibi nemli hematolojik parametrelerde, TMX uygulamasi sonrasinda anlamli bir
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degisimin oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu insektisitin hematolojik parametrelerde
olumsuzluklara sebep oldugunu ve bunun da baliklarin hastaliklarla miicadele kabiliyetinin

bozulmasina ve sonugta hayatta kalma sansinin azalmasina yol actiini rapor etmislerdir.

Stonayova et al. (2016), TMX’in farkli konsantrasyonlarmin (6.6 mg 11, 10 mg I ve 20
mg 1) 96 saat boyunca Aristichthys nobilis tiiriinde etkisinin arastir1ldig1 ¢alismada; laktat
dehidrojenaz enzimleri (LDH), aspartat aminotransferaz (ASAT) ve alanin aminotransferaz
(ALAT) parametreleri Ol¢tilmiistiir. Baliklarin enzimatik aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla
onemli seviyede arttig1 (p<0.05) bildirilmistir. Ayn1 zamanda, enzimatik aktivite, artan TMX
konsantrasyonlariyla orantili olarak artis gostermis ve Kkaraciger dokusunda insektisit
konsantrasyonu ile biyokimyasal degisikliklerin yani sira histolojik ve histokimyasal

degisikliklerin ekspresyonunun siddeti arasinda bir iliski oldugu rapor edilmistir.

Yan et al. (2015), TMX” in farkli konsantrasyonlarimnin (0.30, 1.25 ve 5,00 mg/L) Danio
rerio tiirinde 7., 14., 21. ve 28. giinlerde toksik etkilerini arastirmak icin reaktif oksijen tiirleri
(ROS), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-s-transferaz (GST),
malondialdehit (MDA) igerigi ve DNA hasar1 incelenmistir. Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, maruziyet doneminde ROS diizeyinde artis belirlenmistir. SOD ve CAT
aktiviteleri, erken maruziyet sirasinda 6nemli 6l¢iide artmis ve ardindan inhibisyona ugramaistir.
GST aktivitesi sadece 28. giinlerde artis gosterirken, MDA igerigi 21. ve 28. giinlerde
yiikselmistir. Ek olarak, DNA hasari i¢in agik bir doz-yanit iligkisi bulunmustur. Sonug olarak,
TMX’ in zebra balig1 lizerinde oksidatif stres ve DNA hasarina neden olabilecegi rapor

edilmistir.

Georgieva et al. (2014), TMX’ in Cyprinus carpio solungaglarinin histolojik yapisi
tizerindeki etkisini aragtirmislardir. TMX” in ti¢ farkli (6.6, 10 ve 20 mg/l) konsantrasyonuna
maruz birakildiktan sonra elde edilen sonuglarda; solunga¢ epitelinde, 6dem, glandiiler
hiicrelerin proliferasyonu ve epitelyum, solunga¢ filamentini kapsayan farkli histolojik
degisiklikler, fiizyon ve dejeneratif degisiklikler belirlenmistir. Ayrica, ekspresyon derecesi
artan TMX konsantrasyonlariyla orantili olan solunga¢ histolojik degisikliklerinin artmasina
yonelik bir egilim oldugu bildirilmistir.

Hasan et al. (2022) TMX’ in Trichogaster fasciata karaciger ve bobrek dokulari
tizerindeki etkisi histopatolojik goézlemler kullanilarak incelemislerdir. Baliklar, 90 giin
boyunca TMX’ in (9.37, 18.75, 37.5, 75 ve 150 mg/L) ve 0 mg/L'min (kontrol) bes
konsantrasyonuna (ii¢ tekerriir) maruz birakilmistir. TMX maruziyetinin 30, 60 ve 90.

giinlerinde balik karacigerleri ve bobreklerinde histopatolojik degisiklikler karacigerde otoliz,
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akut hiicre sismesi, vakuolasyon, nekroz ve yagh degisiklik; bobrekte de diizensiz renal

korpiiskiil ve hiicresel doku bozulmasi ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.

Saraiva et al. (2017), TMX" in Chironomus riparius tizerindeki akut ve kronik etkilerini
(organizma ve biyokimyasal diizeylerde) belirlenmesi i¢in 48 saatlik uygulama yapilmistir.
Elde edilen sonuglarda, diisiik TMX konsantrasyonlarinin Cat aktivitesini ve LPO seviyelerini
onemli dl¢tlide azalttigini; AChE, GST ve ETS faaliyetlerinde degisimin olmadig1 bildirilmistir.
TMX konsantrasyonlarina maruz kalan C. riparius' un hayatta kalma, gelisme oranlart ve
biyokimyasal tepkileri agisindan sonuglar degerlendirildiginde bu neonikotinoidin tarim
alanlarina yakin olan tatlisu ortamlarinda yasayan su bocekleri iizerindeki potansiyel zararl

etkilerinin oldugu bildirilmistir.

El Euony et al. (2020), Afrika yaym baliklarinda (Clarias garipenus) tiamethoxam
(TMX) kaynakli hepatorenal hasar, oksidatif stres ve immiinotoksisitenin modiilasyonunda
probiyotik Bacillus subtilis (BS) ve Thymus vulgaris esansiyel yaginin (TVEO) modiilator rolii
arastirtlmistir. Elde edilen sonuglarda, BS veya TVEO' nun birlikte uygulamasinin, TMX' in
toksik etkilerini kismen azalttigi, TVEO' nun yaym balig1 diyetlerine dahil edilmesinin,
potansiyel anti-inflamatuar, antioksidan, anti-apoptotik ve bagisiklik uyarici etkilerine yanit

olarak TMX kaynakl1 toksisiteye karsi BS' den daha iyi koruma sagladigini rapor etmislerdir.

Kocamaz and Oruc 2020, Oreochromis niloticus baliginda TMX ve A cyhalothrin' in
endokrin bozucu etkileri arastirilmistir. Baliklar, 7 ve 15 gilin boyunca 96-h LC50 degerinin
1/20, 1/10'u kadar tiametoksam ve A sihalotrin (477,29 mg/L, 2,901 pg/L)'ye ayr1 ayr1 ve
karisimlar halinde maruz birakilmistir. Baliklar daha sonra 7 giin boyunca pestisit icermeyen
suda depurasyona tabi tutulmustur. Sonuglar, asetihkolinesteraz, katalaz ve estradiol/testosteron
seviyelerinin azaldigini, etoksiresorufin-Odeetilaz (EROD), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon (GSH) ve protein karbonil (PCO) miktarinin arttigini
gdstermistir. lyilesme doneminden sonra EROD, GST, malondialdehit, estradiol/testosteron
seviyeleri kontrole gore daha diisiik bulunmustur. Pestisit karisim grubunda antioksidan
enzimlerin aktivitesi en yiliksek olmus ve hormon seviyesi diismiistiir. Karisim pestisit grubu,
yalnizca tiyametoksam veya A sihalotrin maruziyetinden daha yiiksek lipit peroksidasyonu ve
protein karbonilasyonu gdstermistir. Sonug¢ olarak, insektisit karigimi, bireysel pestisit
maruziyetine kiyasla tilapia gonadi tizerinde daha toksik bir etki gostermistir. Ayrica 7 giinliik
depurasyon siiresinin caligilan insektisitlerin toksik etkilerini gidermesi i¢in yeterli olmadig1

rapor edilmistir.

Ghaffar et al. (2020), Labeo rohita baligin1 120 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda
(0,0.5,1.0,1.5 ve 2,0 mg/L) TMX’ e maruz birakmistir. Sonuglar, TMX uygulanmis baliklarda,
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RBC'ler, PCV ve Hb konsantrasyonlarinin 6énemli 6l¢iide diisiik oldugunu WBC' ler ve nétrofil
sayilarinin 6nemli 6l¢iide arttigint gostermistir. Cesitli niikleer (mikroniikleus, niikleer kalintili
eritrositler, yogun c¢ekirdekli eritrositler ve ¢ekirdeksiz eritrositler) ve morfolojik degisikliklerin
(leptositler, stomatositler, bdliinen eritrositler) sikligi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda

anlamli derecede yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Hussain et al. (2020), Labeo rohita baligin1t TMX’ in farkli (0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0
umg/L) konsantrasyonlarina maruz birakmig, TMX uygulanmig baliklarda {ire ve kreatinin
konsantrasyonlarinda 6nemli dlgiide (p<.05) artisin oldugunu belirlemislerdir. TMX’ e maruz
kalan baliklarda karaciger fonksiyon testleri (aspartat aminotransferaz, aspartat aminotransferaz
ve alkalin fosfataz), kardiyak fonksiyon testleri (kolesterol, trigliseritler) ve lipid peroksidasyon
tiriini (malondialdehit konsantrasyonlar1) konsantrasyonlari énemli Ol¢lide artarken serum
toplam proteinleri ve globulinin onemli 6l¢iide azaldigi bildirilmistir. Ayrica, TMX ile

muamele edilmis baliklarda DNA igeriginin 6nemli dlciide arttigi rapor edilmistir.

Veedu et al. (2022), Catla catla baliginda asetamiprid (0,5 mg/L ve 1 mg/L) ve TMX’
in (0,01 mg/L ve 0,5 mg/L) tek ve birlikte (0,5 mg/L asetamiprid + 0,01 mg/L TMX)
toksisitesinin arastirildigi calismada, solunga¢ dokusunda SOD aktivitesinde 6nemli bir azalma
meydana gelirken, ikili karisimlar uygulanmasinin SOD aktivitesini biiylik oranda artirdigi

rapor edilmistir.

Ucgkun et al. (2021), Astacus leptodactylus tiiriinde TMX’ in ¢esitli biyobelirtegler
(asetilkolinesteraz, karboksilesteraz, glutatyon S-transferaz, glutatyon, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve adenozintrifosfatazlar) kullanilarak etkisi
incelenmistir. 96 saatlik LCso degeri 8,95 mg olarak hesaplanan TMX’ in dozu artirildiginda,
antioksidan enzimlerin inhibisyonu/aktivasyonu 1ile oksidatif stres indiiklenirken,
asetilkolinesteraz, karboksilesteraz ve adenosinetrifosfatazlarin aktivitelerinin inhibisyona

ugradigr ve TMX in kerevitler tizerinde oldukga toksik etkisi oldugu rapor edilmistir.

Mukherjee et al. (2022), TMX’ in subkronik ve kronik siireleri kapsayan subletal
toksisitesinin Clarias batrachus' ta arastirildigi ¢alismada 96 saatlik LCso degeri 138,60 mg/L
olarak belirlenmistir. Biyobelirteg etkileri, solungag ve karaciger dokusunda antioksidan enzim
yanitlart (CAT, SOD), nérotransmisyon (asetilkolinesteraz aktivitesi), hematolojik ve serum
biyokimya degisiklikleri (hemoglobin igerigi, toplam eritrosit sayis1 ve serum albiimin toplam
l6kosit sayisi, toplam serum proteini, serum globulin, trigliserit, kolesterol dahil yiiksek
yogunluklu lipoprotein, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein, diisiikk yogunluklu lipoprotein,
fosfolipit ve toplam serum glikozu) ve histopatolojik degisiklikler kullanilarak belirlenmistir.

TMX’ e maruz kalan baliklarda hemoglobin igeriginde, toplam eritrosit sayisinda ve serum
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alblimin seviyelerinde belirgin bir azalma belirlenirken solunga¢ ve karaciger antioksidan
enzim aktivitesi (CAT, SOD) ve norotransmisyon (asetilkolinesteraz) da 15. giinde sub-kronik

maruz kalma ile 45. glinde kronik tepkiler arasinda tepkiler kaydedilmistir.

Zhu et al. (2019) tarafindan Gobiocypris rarus tiirii TMX” in farkli (0, 0.5, 5 ve 50ug/L)
konsantrasyonlarina 90 giin boyunca maruz birakilmistir. Farkli cinsiyetlerde viicut
uzunlugunda ve plazma T4'te azalma oldugu, 50 ug/L tiyametoksam uygulamasinda her iki

cinsiyette de karacigerde histolojik hasar ve gecikmis gonadal gelisim oldugu rapor edilmistir.

Temiz et al. (2021), Oreochromis niloticus tiiriiniin karaciger ve beyin dokusunda
TMX’ in farkli (50, 100 ve 150 mg/L) konsantrasyonlarinin toksik etkisini inceledikleri
aragtirmada, TMX’ in oksidatif stres biyobelirtegleri, genotoksisite parametresi 8-OHdG
seviyeleri ve HSP70 seviyelerindeki degisiklikler ile model organizmada toksik etkilere neden

oldugunu rapor etmislerdir.

Ergenler et al. (2022), Cyprinus carpio tiiriinii TMXin farkl1 (1.0, 1.5 ve 2,0 mg L)
konsantrasyonlarina maruz birakmistir. Genotoksik etkisinin mikroniikleus testi kullanilarak
belirlemeye ¢alisildigr arastirmada elde edilen bulgularda en yiiksek mikroniikleus frekansi ve
eritrosit anormallikleri 2,0 mg L? grubunda (p<0.001), en yiiksek hasar frekanslar1 (%)
74.000+1.732 ve 68.000+1.732 olarak 2,0 mg L grubunda oldugunu kaydetmislerdir. Sonug
olarak TMX” in C. carpio' daki mikroniikleus ve DNA iplik kopmalarinin sikliklarinda belirgin
artiglar meydana geldigini ve bu nedenle bu pestisitin baliklar {izerindeki genotoksik potansiyeli

oldugunu rapor etmislerdir.

Firat et al. (2018), Oreochromis niloticus tiiriinii 4 ve 14 giinliik siirelerle TMX in farkli
(60 ve 120 mg/L) konsantrasyonlarina maruz birakmis ve solunga¢ ve bagirsak dokularinda
oksidatif stres parametrelerini incelemislerdir elenmistir. Elde edilen bulgularda; CAT, SOD
aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri belirlenmistir. TMX” in etkisinde 6zellikle de yiiksek
ortam derisiminde CAT aktivitesinde solungag ve bagirsak dokularinda 4 giinliik siire sonunda
anlaml bir artig; 14 giinliik slire sonunda ise solunga¢ dokusunda anlamli bir azalig
belirlenmistir (P<0.05). SOD aktivitesi solungagta her iki etki siiresi sonunda insektisidin diisiik
ve yiiksek ortam derisimlerinde; bagirsakta ise 14 giinliik siire sonunda ve yiiksek ortam
derigiminde artis gostermistir (P<0.05). GSH diizeyi 6zellikle de 120 mg/L TMX etkisinde her
iki dokuda da 4 giinliik siire sonunda anlamli bir artis; 14 giinliik siire sonunda ise 6nemli bir
azalis gostermistir (P<0.05). Solunga¢ ve bagirsak dokularindaki MDA diizeyi ise, 14 giinliik
siire sonunda thiametoxamin yliksek ortam derisiminde 6nemli diizeyde artmistir (P<0.05).
Sonuglar degerlendirildiginde, thiametoxamin ozellikle de yliksek ortam derisiminde O.

niloticus’ ta oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir.
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Alak et al. (2020), Danio reriro tiiriinii 96 saat boyunca UX’ in farkli (5, 10, 20 ve 40
mg/L) konsantrasyonlarina maruz birakarak yaptiklari ¢calismada kan ve karaciger dokularinda
mikroniikleus (MN) oranlari, oksidatif DNA hasar1 (8-OHdG), apoptoz (Kaspaz-3), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), miyeloperoksidaz (MPO),
paraoksonaz (PON), arilesteraz (AR) ve lipid peroksidasyon (MDA) diizeylerini
incelemislerdir. UX ile genotoksik hasar, kan MN testinde sadece 40 mg/L' de ortaya ¢iktig
goriilmistiir. Denenen bu dozda karacigerde oksidatif stres, oksidatif DNA hasar1 ve apoptoz
meydana geldigini de rapor etmislerdir. Ayrica, 5-20 mg/L dozlarn karaciger dokularinda
antioksidan sistemi tegvik ederek DNA hasar1 ve apoptoz diizeylerinin azalmasina sebep oldugu
goriilmistiir. UX, nispeten daha diisiik dozlarda zebra baliginin kan ve karaciger dokulari

tizerinde, beslenme ve tibbi endiistrilerle ilgili olabilecek faydali olabilecegi de bildirilmistir.
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MATERYAL VE METOD

MFZ icin LCs096 Degerini Belirleme Prosediirii

Calismamizda LCs096 degerini belirleme analizleri igin, 7 konsantrasyon (100, 125,
150, 175, 200, 225, 250) TMX kullanild1 ve iki tekerriirlii deney yapildi. Baliklarin 6liim oran,
96 saatlik deney siiresi boyunca her 24 saatte bir TMX maruziyeti sonrasinda belirlendi. 96
saatlik LCso degeri 0,73 olarak belirlenmistir. LCso degerinin subletal dozuna (%50- 0,36 mg/It)
96 saat siireyle maruz birakilmig ve baliklardan 48. ve 96. saatlerde kan doku Ornekleri
almmistir. MFZ’nin O. mykiss tizerindeki akut toksik etkisini bulmak i¢in LC50 belirleme
yontemi kullanildi. EPA Probit Analiz Programinda LCso degeri elde edilmistir (V.1.5).

Alak et al. (2019,2021) zebrafish i¢in ve Ugar et al (2022) rainbow trout i¢in, UX’in
18,75 mg/l konsantrasyonda antioksidan kapasiteyi destekledigini agik¢a goéstermistir. Bu

nedenle ¢alismada 18,75 mg/L Ulexite kullanilmistir.

Deneme Prosediirii

Calismanin canli materyalini olusturan, ortalama agirlig1 20-25 gr- 380 adet gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) Atatiirk Universitesi I¢ Su Baliklar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilerek iki hafta boyunca aklimizasyona tabi tutulmustur. Bu baliklardan
140 tanesi ile 7 konsantrasyon x 2 tekerriirlii ¢calisilarak LCso degeri belirlenmistir. Diger 240
balik ile olusturulan deneme diizeni; [kontrol grubu (TMX ve/veya UX uygulanmayan), TMX
(0,36 mg/L), TMX+UX (0,36 mg/L + 18,75 mg/L), UX (18,75 mg/L)], n= 15 x 4 tekerriir

seklinde kurgulanmistir.

Kan Orneklerinin Alinmasi

Deneysel prosediir tamamlandiktan sonra 48. ve 96. saatlerin sonunda steril siringa ile
kaudal venadan girilerek baliklardan kan ornekleri alinmis ve alinan kan Ornekleri ikiye
boliinerek bir kisminda hematolojik indeks degerleri belirlendi. Geri kalan kan santrifiijlenerek
slipernatant kisminda oksidatif stres parametreleri, inflamasyon, DNA hasar1 ve apoptoz

analizleri uygun biyomarkerlar ile belirlendi (Ugar et al. 2021).
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Hematoloji parametreleri

Ilgili kan parametreleri 16kosit say1s1 (WBC), eritrosit sayis1 (RBC), hemoglobin (Hb),
hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) hematolojik otoanalizor ile caligildi.
Otoanalizorde okutulan Ornekler i¢in ayn1i zamanda manuel calisilarak standardizasyon

saglandi.

Kortizol diizeyinin dl¢iilmesi

Calismada balik icin hazirlanmis olan ELISA kit (BT LAB Bioassay Technology
Laboratory Cat. No: EAO0004FI) kullanildi. Analiz esnasinda kullanilacak tiim ajanlar ve
standart sollisyonlar oda sicakliginda 30dk bekletilip oda sicakligina getirilerek caligmaya
baslandi.

1. ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate kuyucuklarindan kor olanlara substrat
sollisyonu A, substrat soliisyonu B ve stop soliisyon eklendi.
2. Plate tlizerindeki diger kuyucuklara 50pul numune ve {izerine 50ul biyotin antijeni

eklenerek playt shakerda 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

(98]

. Inkiibasyon siiresinden sonra hazirlanan yikama soliisyonu ile her kuyucukda 300 ml

olacak sekilde 5 kez yikama yapildi.

B

. Yikama islemi tamamlanip kurutulduktan sonra numune ve standart kuyucuklarina
50ul streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi. Kuyulardaki ¢ozeltiler karistirilip plakanin
tizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

|9,

. Inkiibasyon siiresinden sonra hazirlanan yikama soliisyonu ile her kuyucukda 300 ml

olacak sekilde 5 kez tekrar yikama yapildi.

6. Yikama islemi tamamlanip kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 50pul substrat
soliisyon A ve ardindan substrat soliisyon B eklenerek kuyucuklarin bulundugu plaka
37°C’de karanlikta playt shaker {izerinde 10 dakika bekletildi.

7. Siire tamamlaninca plaka iizerindeki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklenip
10dk icerisinde Microelisa Strip Plate iiretici firma protokolii uygulanarak absorbansi
450 nm olan ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢iim yapildi.

8. Standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun standart grafigi

cizilerek olusturulan formiile gore 6rneklerdeki kortizol diizeyleri hesaplandi.
Antioksidan/oksidan enzim parametreleri

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Sun et al. (1988)’¢ gore 550 nm'de siiperoksit

radikali tarafindan sitokrom C azalma hizinin inhibisyonu sonrasinda belirlendi.
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Catalaz (CAT) aktivitesi, Aebi, (1974)’e gore katalaz aktivitesinin H2O2 yikiminin

spektrofotometrik yontemle 240 nm’ de 6l¢limii esasina gore belirlendi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, Beutler, (1984)’e gore 340 nm'de nikotinamid
adenin diniikleotit fosfatin (NADPH) t-biitil varliginda oksidasyonu yoluyla belirlendi.

Glutathion (GSH) seviyesi, Beutler and Kelly'nin (1963) yontemine gore 5.5'-ditiobis-
(2-nitrobenzoik asit) (Ellmann ¢ozeltisi) ve siilthidril gruplarinin sar1 renk olusumu

prensibinden hareketle 412 nm' de 6l¢iildi.

Malondialdehit (MDA) seviyesi, Luo et al. (2016)’ gore MDA’ nin tiobarbiitirik asit
ile reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin spektrofotometrik olarak 532 nm dalga

boyunda 6l¢limii esasina dayanmaktadir.

Myeloperoxidase (MPO), Bradley et al. (1982)’e gore 460 nm dalga boyunda hidrojen
peroksit varliginda o-dianisidin'in MPO ile oksidasyonundan kaynaklanan sarimsi-turuncu

renkli kompleksin 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Tumor Necrosis Factor Alfa (TNF-a), diizeylerinin belirlenmesinde ELISA kit
(YLAOQO53FI, YLbiant), interlokin — 6 (IL-6), diizeyinin belirlenmesi i¢in IL-6 ELISA Kit
(YLA 0017FI, YLbiant), Niikleer faktor eritroid 2 diizeyinin (Nrf-2), belirlenmesi i¢in
ELISA kit (BT-LAB, E0254F) kullanild1 ve prosediir takibi yapilan tiipler inkubasyon sonucu

450 nm absorbansta okunarak hesaplandi.

DNA hasar1 ve apoptoz parametreleri

Siipernatanlarda, ELISA Kiti araciligiyla 6nerilen protokol izlenerek 8-OHdG [Fish (8-
OHdG) Catalogue No: 201-00-0041/SunRed)] ve caspase-3 [Fish (CASP3) ELISA Kit
(Catalogue N0:201-00-0031) (SunRed trade)] seviyeleri belirlendi (Alak et al. 2018).

Istatistik Analizler

Istatistiksel analizler, SPSS istatistiksel analiz paketi (versiyon 24.0) kullanilarak
yapildi ve istatistiksel anlamlilik seviyesi 0,05 seviyesinde belirlenmistir. Bu analiz sonuglarina
gore Onemli diizeyde farkli ¢ikan uygulamalar i¢in Duncan c¢oklu karsilagtirma testi

uygulanmistir. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

TMX LC5096 Degerinin Belirlenmesi

Mevcut galismada, Finney' in probit analizi, O. mykiss i¢cin TMX’ in 96 saatlik
LCso'sinin ortalama degerinin 0,73 mg/L oldugunu gostermistir (Sekil 2).

Probit Transformed Responses

2 Linear = 0,588
.

0,5

Probit

0,0

T T T
-0 04 0.2 0,0000

Log of concent

Sekil 2. TMX probit analizi
Hematimetrik indeksler

O. mykiss’ in kan dokusunda 48. ve 96. saatlerde alinan kan &rneklerinde incelenen
hematoloji parametrelerinden RBC degerlerinde meydana gelen degisimlerin 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). TMX+UX uygulanan grupta 48. saatte RBC kontrol grubu ile benzer
bulunmus, UX grubunda kontrol grubuna oranla daha yiiksek oranda RBC tespit edilmistir. 96.
saat verilerinde ise kontrol grubuna oranla diger tim gruplarda meydana gelen degisimler
anlamli  bulunmustur (p<0.05). TMX uygulanan Hgb ve Hct degerlerinde 48. saat
uygulamasinda kontrol grubuna gore istatistik olarak 6nemli inhibisyonlar meydana gelmistir.
TMX+UX grubunda Hgb ve Hct parametrelerinde degisimler olmus ve istatistik olarak kontrol
grubuna yakin degerler tespit edilmistir. Verilerimiz, uygulanan TMX’ in O. mykiss’ in
hematopoetik dokusunda toksisite olusturdugunu ve bu dogrultuda UX’ inde potansiyel

torepatik etkisini aktive ettigini gostermektedir (Sekil 3-5).
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Sekil 3. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu RBC sayisi.
Farkli harfler (a, b, c) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). Bulgular
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 4. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu Hgb seviyesi.
Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). Bulgular
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 5. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu Hct seviyesi.
Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p<0.05). Bulgular
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi

RBC ile ilsikili olan MCV degerinde 48 saatte ortaya ¢ikan degisimler 6nemli olmasina
ragmen 96. saatte meydana gelen farkliliklar istatistiki olarak dnemli bulunmamistir. MCH ve
MCHC degerlerinde ise zamana bagli olarak 6nemli degisimler belirlenmistir (p<0.05). TMX
ile birlikte uygulanan UX’ in ortamda iyilestirici unsuru olarak denge olusturmaya calistigt

tespit edilmistir (Sekil 6).
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bc a
300 a a
250
200
150
100 c a a b
50 ab I I I ab I a ab
0 m [ | [ | m u [ [ |
Kontrol TMX+UX Kontrol TMX TMX+UX UX
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Sekil 6. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu MCV (mm?),
MCH (mg/hiicre) ve MCHC (mg/hiicre) indeksleri. Farkli harfler (a, b, c) istatistik olarak
anlaml farkliliklart gostermektedir (p<0.05). Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade
edildi
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TMX uygulamasina maruz kalan O. mykiss’ in 48. saat ve 96. saatlerde WBC sayisinin
indiiklendigi belirlenmistir. Ortama UX in ilavesiyle bu indiiklenmenin yavasladig1 ve kontrole
yakin degerlerin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. WBC sayisindaki zamana bagli degisimler
istatistik a¢idan dnemli olarak degerlendirilmistir (p<0,05). WBC degerinin 96. saatte TMX
uygulamasi ile yiiksek oranda indiiklendigi ve TMX + UX’ in WBC iizerinde olumlu katkida
bulunmaya calistigi tek basmma UX uygulamasinin ise kontrol grubuna yakin degerler

olusturdugu Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu WBC sayist.
Farkli harfler (a, b, c) istatisti olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). Bulgular
ortalama + standart hata olarak ifade edildi

PLT degerleri dikkate alindiginda zamansal olarak TMX’ in tek veya UX ile birlikte

uygulamasinin kontrol grubuna gore inhibisyon olusturdugu ve bu durumun istatistiksel olarak

onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 8).
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Sekil 8. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu PLT sayisi.
Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). Bulgular
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi
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TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96) O. mykiss’ in kan dokusu kortizol seviyesi
48. saatte onemli artis ile sonuglandi. Kontrol, TMX+UX ve UX plazma kortizol seviyeleri
farklilik géstermezken, TMX grubunun kortizol seviyeleri bu ii¢ gruba kiyasla énemli olciide
daha yiiksekti. 96. saatte Kontrol, TMX+UX ve UX plazma kortizol seviyeleri benzer sonuglar
belirlenmis ve TMX grubundaki artig istatistiki olarak anlamli bulunmustur. UX’ in ortamda

tyilestirici olarak kontrol grubuna benzer degerler olusturdugu goézlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu kortizol
seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.

Hematik antioksidan indeksleri (SOD, CAT, GPx, GSH)

O. mykiss’ in beyin dokusunda 48 ve 96 saat verileri incelendiginde (oksidatif stres
/antioksidan enzim) TMX uygulamasinin oksidatif stres yoniinde artis gosterdigi ve bu
dogrultuda antioksidanlarin aktivitesini engelleyerek hiicrelerin dengesini bozdugu elde edilen
bulgularla anlagilmistir. SOD, CAT, GPx, GSH enzim aktivitelerinde TMX uygulamasi ile
inhibisyonlar olusturdugu ve istatistik agidan 6nemli oldugu (p<0.05) Sekil 10-11-12-13"de

gosterilmistir.
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Sekil 10. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu SOD (EU/ml)
seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi

CAT (EU/mI)

80
70
60
50
40
30
20
il il

0

Kontrol TMX+UX Kontrol TMX+UX
48h 96h

Sekil 11. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu CAT (EU/ml)
seviyesi. Farkli harfler (a, b, ¢) istatistik olarak anlaml farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 12. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu GPx (EU/ml)
seviyesi. Farkli harfler (a, b, ¢) istatistik olarak anlaml farkliliklar1 géstermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 13. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’in kan dokusu GSH (EU/ml)
seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi

Hematik oksidatif stres indeksleri (MDA/MPOQO)

MDA degerleri yaygin olarak serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonu
icin bir belirte¢ olarak kullanilir. TMX uygulanan O. mykiss’ in kan dokusunda MDA
diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak arttig1 gozlendi (p <0.05). Ote yandan TMX
+ UX grubunda MDA diizeylerinin TMX grubuna gore anlamli olarak (p <0.05) azalisi
kaydedildi (Sekil 14).
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Sekil 14. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu MDA
(nmol/ml) seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir
(p<0.05). Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi

TMX uygulanan O. mykiss’ in kan dokusunda MPO diizeyi, kontrol grubuna oranla
anlamli artiglar gosterdi (p <0.05). TMX+UX grubunun MPO diizeyi ise 48. saatte kontrol
grubuna benzer seviyede iken 96. saatte yakin seviyede belirlendi. UX’ in tek uygulandigi
grupta 96. saatte kontrol grubundan diisiik seviyede belirlenen MPO degeri istatistik olarak
o6nemli bulundu (p<0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu MPO (u/l)
seviyesi. Farkli harfler (a, b, ¢) istatistik olarak anlaml farkliliklar1 géstermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi
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Hematik inflamatuar indeksleri

Proinflamatuar sitokin gostergelerinden Nrf-2, TNF-a ve IL-6 hedef markirlar
incelendiginde O. mykiss’ in kan dokusunda 48 ve 96 saat verilerinde degisimler oldugu ve bu
degisimlerin istatistik agidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 16-17-18). IL-6 ve
TNF- a aktivitesi TMX uygulamas: ile tiim uygulama periyotlarinda (48 ve 96 saatte) kontrol
grubuna gore onemli derecede artis gostermistir. TMX uygulamasina ilave edilen UX’ in bu
artist baskilamaya ¢alistigi belirlenmistir. Nrf-2 seviyesinde ise TMX uygulamasi ile
inhibisyonlar ortaya ¢ikmis ve bu durum istatistik acidan 6nemli olarak degerlendirilmistir
(p<0.05). Ortama dahil edilen UX’ in inhibisyonu tersine ¢evirdigi ve bu parametrede kontrol
grubuna yakin degerler ortaya ¢iktig tespit edilmistir.

IL-6 (ng/l)

2,5

2
1,5

1
0'5 I I

0

Kontrol TMX+UX Kontrol TMX+UX
48h 96h

Sekil 16. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu IL-6 (ng/l)
seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 17. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu TNF-a. (ng/l)
seviyesi. Farkli harfler (a, b, c) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi
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Sekil 18. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu Nrf-2 (ng/ml)
seviyesi. Farkli harfler (a, b) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi

DNA hasar ve apoptoz indeksleri

O. mykiss’ in kan dokusunda 8-OHdG seviyesi Sekil 10' da gosterildigi gibi, TMX
uygulamasinin 48. ve 96 saatlerinde Onemli o6l¢iide artmistir. Bununla birlikte, UX

uygulamasinin 8-OHdG seviyesini biiyiik oranda inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu 8-OHdG
seviyesi. Farkli harfler (a, b, ¢, d) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi

Gokkusagi alabaliginda TMX ve/veya UX kan dokusundaki caspase-3 aktivitesinde
etkili oldugu bulunmustur. Elde edilen bulgularda apoptozun belirteci olan bu indikatorde
zamana bagli olarak TMX uygulanan gruplarda artislar tespit edilmistir. Modiilator olarak UX’
in (tek ve/lveya TMX) caspase-3 aktivasyonundaki yukar1 yondeki ivmeyi baskiladigi tespit
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edilmistir. Yapilan analizler sonucunda ortaya ¢ikan degisimlerin istatistik acidan anlamli

oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 20).
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Sekil 20. TMX/UX uygulama periyotlarinda (48 / 96 h) O. mykiss’ in kan dokusu Caspase-3
aktivitesi. Farkli harfler (a, b, ¢) istatistik olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p<0.05).
Bulgular ortalama + standart hata olarak ifade edildi
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TARTISMA SONUC VE ONERILER

Tartisma

Kan, eritrosit (kirmiz1 kan hiicreleri), 16kosit (beyaz kan hiicreleri), trombosit (memeli
trombositlerinin analoglari), elektrolit ve besin igerikleri agisindan kompleks bir karisimdir
(Fazio, 2019). Balik kani, bir dizi kritik 6neme sahip maddeyi (gazlar, su, mineraller, besinler,
hormonlar, bagisiklik efektorleri, toksinler ve atik iiriinler) tasidigindan, incelenmesi balik
fizyolojisi ve sagliginin durumu hakkinda fikir verebilir. Metabolik ve enzimatik icerikler,
hormonal profiller gibi bilgilendirici kana dayali gostergelerdeki degisiklikler, homeostazdaki
degisikliklere verilen sistemik reaksiyonlar1 yansitir ve bu nedenle aquatik canlilarin fizyolojik

uygunlugunu izlemek i¢in kullanilabilir (Shahjahan et al. 2022).

Elde edilen bulgularda O. mykiss’in TMX’e maruz kalmasi sonrasinda gézlemlenen
eritrosit sayist (RBC), hemoglobin icerigi (Hb) ve hematokrit (Hct) diizeyindeki azalma,
eritrosit hemolizinin olasi bir sonucunu ortaya koymustur (Samajdar ve Mandal 2015). Hb
iceriginin azalmasi, hemoglobinin methemoglobine hizli oksidasyonundan veya TMX’in toksik
etkisiyle radikal olarak indiiklenen O2'nin serbest birakilmasindan (Ramesh ve Saravanan
2008), ve stresoriin Hb sentezinden sorumlu enzim sistemi tizerindeki inhibitor etkisinden
kaynaklanabilir (Pamila et al. 1991). Genel bir senaryo, kirlilik nedeniyle baliklarda Hb, RBC
ve Hct degerlerinin diistiiglinii gosterir, ¢ilinkii bu kirleticiler Hb ve Hct degerlerini etkileyen
baliklardaki RBC'lere zarar verir. Hemoglobin konsantrasyonu, bir organizmanin oksijen
kaynagint temsil eder. Mevcut c¢alismanin diisiik hemoglobin konsantrasyonu, eritrosit
yikiminin neden oldugu ciddi anemiyi gosterebilir. Hemoglobin igerigindeki uzun siireli
azalmalar oksijen dagitimina zararlidir ve toksik maddelere maruz kalan baliklarda herhangi
bir kan diskrazisi ve eritrosit dejenerasyonu sagliksiz olarak kabul edilebilir. Aerobik glikolizin
inhibisyonu, de novo hemoglobin sentezini normal bir seviyeye diisiiriir. Hemoglobin
seviyelerindeki azalma, ¢esitli dokulara oksijen erisimini sinirlayarak yavas metabolizma
hizina ve diisiik enerji tiretimine neden olabilir (Ahmad et al. 1995) ve bu durum eritrositlerin
yikimi, hemoliz ve/veya eritrosit Uretiminin basarisizigt anlamina gelebilir. Aerobik
metabolizmay1 saglamak i¢in solungaglar tarafindan Oz aliminin artmasini destekleyen dalak
kasilmalar1 eritrositleri kan dolasimina salmaktadir (Heath, 1995). Bu durum farkli
ksenobiyotiklere maruz kalan ¢ok sayida balik tiirlinde kanin oksijen tasima kapasitesini

iyilestirmeye yonelik ortak bir yanit ve ilk gostergedir (Pereira et al. 2013; Ramesh et al. 2018).
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Bu tiir toksik stres altinda eritrosit yikim hizinin, liretiminden ¢ok daha yiiksek olacagi rapor
edilmistir (Ozok et al. 2018). Eritrosit sayis1 ve hemoglobin konsantrasyonundaki azalmanin
birlesik etkisi, kanin oksijen igerigini, aynt zamanda dokulara ulasacak oksijen miktarini
azaltarak baliklarda hipoksemi gelisimine yol acacaktir. Carvalho and Fernande (2006), artan
MCV' nin, artan olgunlasmamis RBC' lerden kaynaklanabilecegini rapor etmistir. Kirleticilere
maruz kalan baliklarda MCV, MCH ve MCHC degerinde 6énemli bir artis olmustur, bunun
nedeni olgunlasmamis RBC' lerin artmasi, RBC' lerin seklini degistirmesi ve toksik maruziyete
yanit olarak eritrositlerin sigsmesi olabilir. Eritrositlerin sismesi, Na*/H" degisiminin
aktivasyonu ve Na® ile birlestirilmis suyun RBC' ye pasif akisi ile indiiklenir (Chiocchia ve
Motais, 1989). Bu c¢alismada, TMX’e maruz birakilan baliklarda, RBC, Hb ve Hct
parametrelerindeki azalma ile karakterize edilen anemi goriilmiistiir. Benzer olarak TMX ve
florfenikole maruz kalan Piaractus mesopotamicus' ta da artan MCV gozlenmistir (Carraschi
et al. 2017). MCV' deki artig, biiyiik miktarda daha biiyiik, daha eski eritrositlerin varligindan
veya olgunlagmamus eritrositlerdeki artistan kaynaklanabilir (Carvalho and Fernandes 2006).

Sunulan ¢alismada, TMX’ nin 16kosit (WBC) sayisinin kontrol grubuna gére zamana
bagli olarak yiikseldigi belirlenmistir. Bulgularimiza paralel olarak, TMX’e maruz kalan Labeo
rohita'da WBC ve lenfosit sayilarinn 6nemli 6lgiide arttigi gozlenmistir (Ghaffar et al. 2020).
WBC sayisindaki artis, gesitli kirleticilere maruz kalan baliklarin bagisiklik sistemine destek
olmak i¢in daha fazla antikor olusumu ile iliskilendirilebilir (Malik and Maurya 2014,
Mohamed et al. 2022). Baliklardaki WBC'ler, enfeksiyonlar ve kimyasal tahris ediciler dahil
olmak {lizere cesitli stres faktorlerine yanit verir. Bu nedenle, artan WBC, toksik maddelere
maruz kalma tizerine normal bir reaksiyondur. Anusiya et al. (2015) bu durumu, lenfomiyeloid
dokularda lenfositozun uyarilmasina ve ardindan salinmasina baglamistir. Mevcut ¢alismada

WBC sayisindaki artts TMX maruziyetine kars1 koruyucu bir bagisiklik adaptif yanit olarak
kabul edilebilir.

WBCl'ler, baliklarda spesifik olmayan immiinolojik fonksiyonu diizenlemek i¢in bir
savunma mekanizmasi gorevi goriir ve viicudu ¢esitli yabanct maddelerden korur. WBC'ler
baliklara maruz kaldiktan hemen sonra tepki verir. Ayoola et al. (2011), WBC sayisindaki
artisin, bobrek ve dalak gibi hematopoietik dokulardaki 16kosit iiretiminin artmasindan
kaynaklandigini gézlemlemistir. Gill and Pant (1985) ve Maheswaran et al. (2008), baliklarda
toplam lokosit sayisindaki artigin, toksik maddeye akut maruz kalmaya tepki olarak doku hasar1
ile olusturulan bagisiklik sisteminin uyarilmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Patil et al.
(2016), toksik maddeye maruz kaldiktan sonra baliklardaki toplam 16kosit sayisinin artmasinin,

bobrek ve dalaktan kan dolagimina olgunlagmamis 16kosit salimimindan kaynaklandigini
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gbzlemlemistir. Ramesh and Saravanan (2008), toksik maddelerin toksisite etkisini tolere
edebilmek adina daha fazla antikor iiretimi i¢in baliklarda toplam 16kosit sayisinda bir artis
oldugunu bildirmistir. Mevcut arastirmada, baliklarin TMX e tepki verdigi ve daha fazla WBC
tiretmeye yonelik immiinolojik reaksiyonlar gosterdigi belirlenmistir. TMX, mitokondriyal
membranin depolarizasyonunu, ¢esitli hiicresel yolakta yer alan enzimlerin inaktivasyonunu ve
lizozomlarin hasar gérmesini indiikler. Elde edilen bulgular, TMX’in ROS'a bagli bir pathway
ile 16kositlerde sitotoksisiteye neden olabilecegini ve boylece baliklarin bagisiklik durumunu
diistirebilecegini, bununla birlikte UX’in (tek ve/veya TMX) uygulamasinin ise parametrelerde
elde edilen degerlerin kontrole yakinlagsmasi yoniinde belirlenen toksisite pathwayde olumlu

etkilerinin oldugu sonucunu destekler.

Balik trombositlerinin (PLT) koruyucu bir bariyer olusturan kan fagositleri oldugu ve
savunma mekanizmalarina katildigini gosteren raporlar vardir (Stosik et al. 2001; Tavares-Dias
and Moraes, 2004; Fazio et al. 2013). Balik trombositleri dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
(Passantino et al. 2005) ve bagisiklik islevinde yer alan yiizey ve hiicre i¢i molekiilleri eksprese
etme (Kollner et al. 2004) arasindaki baglantiy1 temsil eder. Calismamizda, TMX’e maruz
kalmanin O. mykiss’ PLT sayilarinda 6nemli azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bu azalma
trombositlerin dalakta saliniminin engellenmesi, trombosit liretiminin azalmasi veya trombosit
yikiminin artmasi ile iligkili olabilir (Babu et al. 2016; Riaz-ul-Haq et al. 2018). Ayni1 zamanda
TMX’in toksik stresi nedeniyle trombosit veya kan pihtilasma proteini konsantrasyonlarinin
diisiik kaldig1 bir durum olan trombositopeninin nedensel etkisi de olabilir (Seth ve Saxena,
2013; Bej et al. 2021). Bor tiirevleri ve benzeri bilesiklerin koruyucu ve iyilestirici etkileri in
vivo ve in vitro calismalarla dogrulanmistir. Bor tiirevlerinin terapotik etkisi nedeniyle
hematolojik parametrelerdeki iyilesmeye ve Hb/Htc degerlerindeki artisa mineral salinimini
nedeniyle katkida bulunmus oldugu diisiiniilmektedir (Atamanalp et al. 2022). Bununla birlikte,
UX'in hematolojik indeksler tizerindeki hafifletici etkisi, antioksidan aktivitesine de

baglanabilir.

Basu et al. (2001), baliklardaki stres tepkisini; (1) noéroendokrin/endokrin tepki
(1)endokrin bozulma ile ilgili fizyolojik degisiklikler ve (111) canlinin stresi telafi edemedigi
veya uyum saglayamadigi ve organizma diizeyindeki degisiklikler olarak rapor etmislerdir.
Birincil asamada, balik stresor etkisini ayirt edebilir ve evrensel bir stres tepkisi olarak kabul
edilen bir néroendokrin/endokrin tepkisi baslatabilir (Balasch and Tort, 2019). Genellikle stres
tepkisi fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklerden sorumlu olan katekolaminler ve
kortikosteroidler gibi molekiiler aracilarin iiretilmesi olarak tanimlanir. Interrenal hiicreler

tarafindan iiretilen kortikosteroidlerden biri olan kortizol, bir¢ok balik tiirtinde standart bir stres
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gostergesi haline gelmistir; bu nedenle, baliklardaki plazma kortizol seviyelerinin 6l¢iilmesi,
uygun olmayan c¢evresel kosullar tespit etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Cesitli
fizyolojik stireclerin modiilatorii olan kortizolun plazmadaki artigi, potansiyel bir stres etkenine
verilen birincil yanit olarak degerlendirilir (Barcellos et al. 2006; Salbego et al. 2020). Bu
calismada, plazma kortizol seviyeleri, uygulamanin ilk periyodunda (48. saat) TMX tarafindan
indiiklenmistir. Bu durum, kortizoliin stresle basa ¢ikma mekanizmasi olarak interrenal

dokudan salinmasina veya bozulmus bagisiklik fonksiyonuna bagli olabilir.

Oksidatif stres, pro-oksidan ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda bir
dengesizlige yol agan, pestisit kaynakli toksisitenin ¢ok asamali bir yolunun son géstergesidir
(Banerjee et al. 2001). Mevcut ¢alismada, TMX, kan dokusunda oksidatif hasara neden olmus
ve antioksidan enzimler inhibisyona ugramistir. Oksidatif stres esas olarak ROS firetiminin
artmasindan ve/veya hiicresel antioksidan savunmasindaki disiisten kaynaklanir (Carney
Almroth, 2008). 96 saat boyunca TMX’e maruz kalmanin bir sonucu olarak asir1 ROS
tiretimiyle antioksidanlarin (SOD, CAT ve GPx) tiikenmesine neden oldugu sdylenebilir. TMX
ve UX’in birlikte uygulandigi (TMX+UX) grupta UX takviyesi nedeniyle yiiksek enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bu etki, radikallerin hiicresel
bilesenlerine ulagsmasini engelleme, serbest radikalleri par¢alayarak ROS'u hedefleme ve
baskilama kapasitelerinden kaynaklaniyor olabilir (Liu et al. 2008). UX’in antioksidan 6zelligi,
stiptiriicii aktiviteye sahip olan monoterpenlerin olusumu ile de iligkili olabilir. Bununla birlikte,
piretroidlerin de hiicresel oksidatif hasar1 indiikledigi ve peroksidasyon iirlinlerini biriktirdigi
bilinmektedir. Bu oksidatif {irlinler ayn1 zamanda yaygin oksidatif stres belirtecleri olarak
kullanilmaktadir. Bu g¢alismada, TMX’ e maruz kalma sonucunda lipid peroksidasyonu
tirtinlerinin, yani MDA ve MPO’ nun 6nemli 6l¢iide yiikselmesi oksidatif hasara yol agan TMX’
in neden oldugu lipit peroksidasyonunun bir gostergesidir. Elde ettigimiz bulgular, UX
uygulamasinin, TMX’e maruz kalan O. mykiss kan dokusunda MDA ve miyeloperoksidaz
(MPO) diizeylerini biiyiik ol¢iide kontrole yakin seviyelere tasidigini gosterdi. Bu tablo,
muhtemelen terapotik ajan olarak UX’ in serbest radikal siipliriicii 6zellikleri ve lipid
peroksidasyonu inhibitorii araciligiyla TMX” in oksidatif etkilerini modiile etme yeteneginden

kaynaklanmaktadir.

MPO, o6ncelikle notrofillerin azurofilik graniillerinde ve ayrica makrofajlarda bulunan
bir enzim olup pro-oksidatif ve proinflamatuar ozelliklerinden dolayr oksidatif stres ve
inflamasyonun bir biyobelirteci olarak kabul edilir (Anatoliotakis et al. 2013). inflamatuar
durum sirasinda MPO, H20: ve kloriiriin hipoklorite doniisiimiinii katalize eder ve inflamasyon

bolgesinde, tretilen hipoklorit ile diger oksitleyici ara maddeler de doku hasarina katkida
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bulunur (Bal et al. 2022). Bu ¢alismada, TMX uygulanan O. mykiss’in kan dokusunda MPO
aktivitesindeki artis, TMX’in makrofaj aracili doku hasarinin yani sira nétrofilden sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, MPO seviyesi, UX uygulanan gruplarda énemli
Olclide azalmistir. Bu inhibisyon UX’in viicuttaki antioksidan enzim seviyesini iyilestirdigini;
ROS up-regiilasyonundan sorumlu enzimleri etkisiz hale getirdigini artan SOD ve CAT

aktivitesi sonuglari ile de desteklemistir.

Pestisitlere maruz kalma, genellikle antioksidan savunma sisteminin bozulmasi ve
enzimatik olmayan antioksidanlarin tiikenmesi ile karakterize edilir (Ugar et al. 2022; Alak et
al 2020; Atamanalp et al. 2022; Parlak et al. 2022). Calismamizda, TMX’ e maruz kalan O.
mykiss’ in kan dokusunda GSH ve antioksidan potansiyeli belirgin sekilde azalmistir. Bu
azalma, TMX’ in antioksidan sistemini bozma yetenegini gdostermistir. GSH, ya kendi tiyol
grubunun ROS ile dogrudan etkilesimi ya da ksenobiyotiklerin biyokimyasal konjligasyonu i¢in
bir ko-substrat olma yoluyla enzimatik olmayan bir antioksidan gorevi goérebilir (Lushchak,
2012). GPx, hiicresel sistemlerde hidroperoksitlerin GSH' ye bagli detoksifikasyonunda yer
alan bir peroksidazdir. Calismamizda gozlemlenen GPx aktivitesindeki azalma, dokularda
serbest radikal reaksiyonunu sonlandirmada antioksidan olarak kullanilmasindan dolayr GSH
tilkenmesine baglanabilir (Afolabi et al. 2019). GSH bir antioksidan gérevi goriir ve stres
durumunda lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Ayrica hidrojen peroksitlerin ve g¢esitli
glutatyon peroksitlerin detoksifikasyonuna katilir ve lipit peroksidasyon trilinlerini konjuge
etmek i¢in GST' lerin substratidir (Dias et al. 2013). Bu ¢alismada enzimatik olmayan
antioksidan GSH o6nemli 6lgiide azalmistir. Bunun nedeni, toksik madde uygulanan grupta
siddetli glutatyon eksikligi olabilir (Arslan et al. 2017). Ugkun et al. (2021), tiyametoksama
maruz kalan kerevit (A. leptodactylus)' te GST diizeyinde 6nemli bir diisiis gdzlemlemis ve
ROS olusumunun neden oldugu oksidatif hasara karsi antioksidan savunma sisteminin
uyarildigin1 bildirmistir. Ayrica, pestisit toksisitesi nedeniyle faz II biyotransformasyonun
bozulmasi da GST seviyesinin diismesine neden olabilir (Veedu et al. 2022). Antioksidan
kapasite, dokudaki toplam antioksidan sistemin nispi kiimiilatif kapasitesinin bir yansimasidir.
Bu nedenle, oksidatif stres belirteglerinin yiikselmesi ile birlikte, azalan GSH ve GPx seviyesi,
kan dokusunun enzimatik olmayan sisteminde bir dengesizligi gostermektedir. Ayrica
enzimatik olmayan antioksidan igerigindeki azalma, organlarin serbest radikal tlirlerinin zarar
gorme olasiligini artirmistir. Bununla birlikte, TMX” in UX ile birlikte uygulanmasi, O. mykiss’
in GSH ve GPx igerigini iyilestirmistir. Antioksidan enzimler, oksidan molekiillerin dokular
tizerindeki olumsuz etkisini siirlayan ve serbest radikalleri temizleyerek oksidatif hiicre
hasarma kars1 koruyan hiicresel savunma mekanizmalarinin bir pargasidir. Reaktif oksijen

tiirlerini ortadan kaldirma yetenekleri, hiicresel lipitlere, proteinlere ve DNA' ya artan oksidatif
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hasarm sonucu olarak fizyolojik konsantrasyonlardaki sapma ile engellenebilir (Schieber and
Chandel 2014). Bu ¢alismada, UX uygulanan O. mykiss’ in kan dokusunda SOD ve CAT
aktivitesinde bir artis gozlenmistir. Antioksidan savunmadaki ilk enzim olan SOD, oksijen
radikallerinin dokulardaki zararli etkilerini 6nlemek ig¢in siiperoksit radikallerini H2O' e
doniistiiriir. SOD aktivitesindeki artis, TMX tarafindan iiretilen ROS' un toksik etkilerini
azaltmak i¢in UX uygulamasinin serbest radikallerin artan varligina telafi edici bir adaptif yanit
anlamia gelmektedir. Hem ¢oziinlir hem de hiicre zarina bagl formlarda bulunan bir enzim
olan CAT, H202' nin H20' ya ayrismasini katalize eder (Guimaraes-Souza et al. 2015). Bununla
birlikte, daha yiiksek peroksidaz aktivitesine sahip membrana bagli CAT oksidatif hasara
egilimlidir. Serbest radikaller zar gegirgenliginde bir azalmaya ve zara bagli enzimlerin
inaktivasyonuna yol agar (Garcia et al. 2014). SOD' un organlardaki serbest radikaller
tizerindeki dismutaz aktivitesinden kaynakli H202' deki artis1, bu organlardaki diisiik CAT
aktivitesinden kismen sorumlu olabilir. Azalan CAT aktivitesi, Fenton aracili reaksiyon yoluyla
daha fazla H2O;' nin hidroksil radikaline doniisiimiinii ifade eder (Badgujar et al. 2015).
Bununla birlikte, TMX' nin UX ile birlikte uygulanmasi, piretroidin etkilerinin ya tamamen ya
da kontrol diizeyine yakin bir sekilde tersine ¢evrilmesiyle sonuglanmistir. UX uygulamasindan
sonra CAT aktivitesindeki artis, GSH'yi iceren savunma mekanizmalarinin dengelenmesiyle
aciklanabilir. Bu, UX" in bir antioksidan olarak, dogrudan serbest radikalleri temizleyen ve
ayrica antioksidan enzimlerin aktivitelerini modiile eden potansiyeline atfedilebilir.
Arastirmalardan elde edilen mevcut deneysel kanitlar, tiim pestisit siniflarinin farkli hiicre
tiplerinde ve hayvan modellerinde oksidatif stres ile Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) / ROS' u
indiikledigini ve oksidatif stresin pestisit toksisitesinin en 6dnemli mekanizmalarindan biri

oldugunu gostermektedir.

Baliklar, su ortamina salinan ¢esitli ksenobiyotiklere siirekli olarak maruz kaldiklar
icin, bagisiklik tepkisinde bozulma insidansi agisindan birincil tehlike arz eden su canlilaridir.
Ayrica, ksenobiyotiklere yanit olarak var olan cesitli biiyiime, hematolojik ve bagisiklik
bozukluklarini modiile etmek i¢in birkag ¢alisma yapilmistir. Baliklardaki kan, besinler,
hormonlar, mineraller, bagisiklik bilesenleri, gibi gesitli bilesenleri tasir. Kanin en 6nemli
islevleri; hiicre dokularina oksijen ve besin maddelerinin (glikoz, amino asitler ve yag asitleri
dahil) tasinmasi, atiklarin (karbondioksit, lire ve laktik asit gibi) uzaklastirilmasi, ve
immiinolojik islevlerdir. Bu islev ajanlarindan biri olan RBC, ksenobiyotiklerin sitotoksisitesini
membran degisikligi/deformasyonu ve herhangi bir inflamatuar yaniti1 degerlendirmek igin iyi
bir gosterge olarak kullanilmaktadir (Pagano and Faggio, 2015; Silva-Herdade et al. 2016;
Farag and Alagawany, 2018; Burgos-Aceves et al. 2019). Mevcut ¢alismada inflamatuar
markir1 olan TNF-o TMX uygulanan gruplarda 48. ve 96. saat sonunda yiikselmis, iki ajanin
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(TMX+UX) birlikte uygulandig1 grupta 6rnekleme siirelerinde kontrole gore artis/azalislar,
TMX’e gore ise azaliglar belirlenmistir. Bu durum TMX orjinli toksisite de UX uygulamasinin
olugsan hasar iizerinde olumlu etki gosterdigi belirlenmistir. TMX uygulamasi sonucunda
hiicredeki ROS seviyesinin artmasi ve dolayisiyla oksidatif stresin olusmasi, mitokondriyal
bozulmaya ve DNA hasarina neden olan tiimdr nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interldkinler gibi
inflamatuar faktorlerin seviyelerini etkileyebilir. Ozellikle, TNF-a gibi tiimor-nekroz
faktorlerinin inflamasyon, apoptoz ve hiicre proliferasyonunda rol oynadigi, nihayetinde
apoptotik yanitin aktivasyonunu ve hiicre dliimiinii indiikledigi rapor edilmistir (Ajdary et al.
2018; Horie and Tabei 2021). Proinflamatuar sitokinler, esas olarak makrofajlarin ve
lenfositlerin aktivasyonu ile salgilanan diisilk molekiil agirlikli proteinlerdir (Benzer et al.
2018). Cevresel Kkirleticiler bu sitokinlerin salgilanmasini indiikleyebilir. Bu sitokinlerin
tiretimlerini tesvik eden mekanizmalardaki diizensizlik, inflamatuar durumlar ve kanser gibi
patolojik durumlarla iliskilendirilmistir. Toksik maddeler tarafindan tetiklenebilen oksidatif
stresin, NF-kB gibi redoks-duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla inflamatuar
yanitlar1 indiikledigi bilinmektedir (Forrester et al. 2018). Calismamizda, bu transkripsiyon
faktorleri, TMX in indiikledigi artan oksidatif stres tarafindan aktive edilerek, gézlenen yiiksek
IL-6 ve TNF-a seviyelerini liretmis olabilir. Bu nedenle, TMX’e maruz kalan O. mykiss’de IL-
6 ve TNF-a seviyelerinde gozlenen artig enflamasyonun indiiklendigini ima eder. Ayrica,
mevcut arastirma, UX ile tedavi sonrasinda plazma IL-6 ve TNF-a seviyelerini 6nemli dl¢giide
azaltigindan, UX’in TMX ile indiiklenen inflamasyonu baskilama kabiliyetini ortaya
koymustur. Ayrica, inflamasyon siirecinde, endotel kaynakl1 aracilar ve tamamlayici faktorler,
inflamasyon aracilarinin salinimi ile 16kosit adezyonunu uyarir. UX’in bu lokosit adezyon
stirecini baskiladigi, boylece oksidanlarin ve inflamatuar mediatorlerin salinimini ve bunun
sonucunda dokulara zarar gelmesini 6nledigi bilinmektedir (Ugar et al. 2022). UX’ in 16kosit
adezyonunu baskilama yetenegi bu ¢alismada gozlemlenen anti-inflamatuar etkisinde ek bir rol
oynayabilir. Bununla birlikte, alinan UX, kimyasal modifikasyonlara ugrar ve bu iiriinler, dogal

bilesigin yani sira biyolojik etkiye dnemli dl¢lide katkida bulunur.

Hasarl1 dokularin arastirilmasi, pestisitlerden etkilenen bircok farkli yolak ile ¢ok
hedefli bir mekanizma gerektirmektedir. Viicudun toksik ve zararli ajanlarla miicadelede
uyguladigi ana mekanizmalardan biri bagisiklik sistemidir. Bagisiklik yaniti, antijene 6zgii
olmayan (dogustan gelen) ve antijene 6zgii (adaptif) yanittan olusur (de la Vega et al. 2018).
Arastirmalar, pestisitlere maruz kalmanin bagisiklik sistemi tizerinde zararl etkiler gosterdigini
bildirmistir (Rodriguez et al. 2003; Nakao et al. 2011). immiinokompetan hiicreler sitokinler,
kemokinler, ROS ve RNS gibi inflamatuar aracilar1 salgilar. Ozellikle sitokinler, ilgili

reseptorlere spesifik baglanma yoluyla dogal veya adaptif bagisikligi, hematopoezi, inflamatuar
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stirecleri ve diger bir¢ok hiicresel aktiviteyi diizenleyebilir (Robledinos-Anton et al. 2019).
Homeostaz, organizma sagligi ve hayatta kalmanin anahtaridir. Cevresel stres her yerde ve tim
canlilar i¢in kaginilmazdir ve hiicre fonksiyonlarini bozmakla tehdit eder. Organizmalar,
tanimlanmis diizenleyici mekanizmalar araciligiyla streslere tepki verir ve bunlara uyum saglar.
Baliklarda, bagisiklik mekanizmalarinin modiilasyonu, stres tepkisi sirasinda salgilanan
hormonlar, 6zellikle kortizol tarafindan diizenlenir (Yada and Tort 2016). Kortizol’ {in
bagisiklik hiicreleri iizerindeki reseptdre baglanmasi, birkag¢ sitokinin transkripsiyonunu
uyarabilir veya inhibe edebilir (Pijanowski et al. 2015). Aksi takdirde, sitokinler ve kemokinler
hormonal sekresyonu modiile ederek etkili olabilir. Bir immiin yanit sirasinda, TNF-a,
interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve IL-12 gibi sitokinler, stres sisteminin aktivasyonuna neden
olmaktadir (Calcagni and Elenkov 2006). Baliklarda, sitokin iireten lenfoid hiicreler, kortizol
ve katekolaminler tireten endokrin hiicreler bobreklerde bulunur (Geven and Klaren 2017). IL-
6 sitokin ailesi, hematopoezde oldugu kadar ndroendokrin ve bagisiklik sistemlerinde de 6nemli
oyunculardir, pro- ve anti-inflamatuar &zelliklere sahiptir. Ornegin, IL-6, onkogenez,
iltihaplanma, bagisiklik diizenlemesi ve hematopoez dahil olmak iizere ¢ok sayida biyolojik
islevde yer alan bir pleiotropik enflamatuar sitokindir (Wang and Secombes 2009).
Calismamizda, O. mykiss’in kan dokusunda artan TNF-o ve IL-6 seviyeleri, TMX
maruziyetinin immiinotoksisiteye ve inflamasyona neden oldugunu diistindiirmektedir. Artan
sitokinler, doku hasarina yanit olarak makrofajlar tarafindan iiretilen yanit faktorleridir, bu
nedenle serumda proinflamatuar sitokinlerin yiikselmesinin nedeninin TMX oldugunu
diistindiirmektedir. Ciinkii indiiklenen oksidatif stres doku hasarina ve takiben proinflamatuar
sitokinlerin kana salinmasina neden olur. Balik bagisiklik ve endokrin sistemlerinin tek bir
organdaki bu benzersiz organizasyonu, bu sistemler arasindaki ¢ift yonlii sinyali daha giiclii ve
dolayisiyla ilgi ¢ekici hale getirir (de Mello et al. 2019). Niikleer faktor eritroid 2 (Nrf-2)
hiicresel ksenobiyotik ve oksidatif stres tepkisinin ana diizenleyicilerinden biri olarak bilinir.
Nrf-2, antioksidan savunma sistemlerini ¢esitli mekanizmalar yoluyla diizenleyerek ROS ve
RNS'min homeostazini dogrudan etkiler (He et al. 2020). Nrf-2, hiicreler tarafindan her yerde
ve yapisal olarak eksprese edilir, boylece oksidatif, inflamatuar ve metabolik streslere karsi

hizl1 koruyucu tepkilerini saglar.

Metabolizma sirasinda, pestisitler tarafindan iiretilen ROS, hidroksil radikali, stiperoksit
anyonu ve hidrojen peroksit DNA zincirinde kirilmalar olusturarak niikleik asit ile etkilesime
girer ve ayrica plirin ve pirimidin bazlarina zarar verir (Mohanty and Mohanty, 2018). Canli
organizmalar bu DNA hasarlarin1 onarabilen spesifik enzimleri sentezleme ve kontrol etme
yetenegine sahiptir (Naz et al. 2022). 8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), reaktif oksijen

tiirlerinin etkileri sonucu hiicrelerde niikleer ve mitokondriyal DNA'da g6zlenen formlardan
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biridir ve oksidatif stres i¢in bir biyobelirte¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismamizda O. mykiss’in kan dokusunda TMX maruziyetinin 48. ve 96. saatlerde 8-OHdG
diizeylerinde artis saptanmistir. Arastirmalar, 8-OHdG diizeylerindeki artigin oksidatif strese
bir yanit oldugunu bildirmektedir (Karatas et al. 2019; Temiz et al. 2021). Sonuglarimiza benzer
olarak yapilan bir c¢alismada, TMX maruziyetinin zebra balig1i karacigerinde farkh

konsantrasyonlarda DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir (Yan et al. 2016).

Pestisit toksisitesinde yer alan mekanizmalarin oksidatif stresi indiikledigi molekiiler
pathwayde apoptoza varan bir silirecte kendini gosterdigi mevcut calismamizda farkll
biyobelirteglerle desteklenmistir. Organizmalarda digsaridan gelen fiziksel ve kimyasal
uyaranlar (1s1, yanma, toksik madde) hiicrenin iyon dengesini bozar. Boylece siv1 alan hiicrede
organeller siser, plazma ve zar biitiinliigli bozulur ve ozmotik basing nedeniyle hiicre patlar.
Hiicre 6limiinii takiben hiicre iceriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi iltihaplanmaya neden
olur ve bu iltihaplanma 6nemli bir nekroz belirtisidir. Arsenik, siyaniir, insektisitler ve agir
metaller gibi zehirli maddeler nekroza neden olur. Inflamasyon, sitokinlerin salmimin aktive
eden, doku rejenerasyonu, embriyonik gelisim, inflamasyon ve immiin regiilasyonda merkezi
oneme sahip oldugu bilinen indiiklenebilir hiicre peptitleridir (Korkmaz and Oriin 2022).
Lipitlere, DNA'ya ve proteinlere yonelik oksidatif hasar, hiicresel onarim mekanizmalariin
kapasitesini astiginda apoptoz yoluyla programlanmis hiicre 6liimiine neden olabilir (Kannan
and Jain, 2000). Apoptozun takibi, kaspaz ailesine baglidir ve kaspaz genellikle iki temel sinyal
yolu ile aktive edilir. Bunlar hiicre ylizeyi 6liim reseptorleri ve hiicre i¢i mitokondri aracili
kademeli reaksiyonlardir (Shi 2002). Mevcut ¢alismamizda, kan dokusunda onemli bir
apoptotik yiiriitiicli kaspaz-3'iin yukar regiilasyonu ile gosterilen apoptoz indiiksiyonuna dair
kanitlar; inflamasyon parametreleri ve oksidatif hasar sonuglar ile desteklendi. Bu ¢aligmada,
akut TMX maruziyeti GSH seviyesini azalttig1 (Rouabhi et al. 2018), bunun sonucunda kaspaz
kaskad reaksiyonlarinin baslatilmasina yol actig1 séylenebilir (Wilks et al. 2013; Zhang et al.
2018; Zhao et al. 2021). Ortama ilave edilen UX’in potansiyel koruyucu etkisi DNA hasar1 ve

apoptozu modiile etme yetenegini ortaya koymustur.

Bazen endojen antioksidan sistem yetersiz hale gelir ve indiiklenen oksidatif stresi
temizlemede yetersiz kalir. Cesitli calismalar, enzimatik antioksidan sistemlerinde degisiklikler
sergileyen hayvan modellerinde pestisit kaynakli toksisiteye karsi eksojen antioksidan vitamin
ve minerallerin potansiyel koruyucu etkisini bildirmistir (Sauer et al. 2014). Pestisit
maruziyetinin zararl etkilerini azaltmak i¢in farkli terapotik ajanlarin arastirilmast gereklidir.
Bu gergekten yola ¢ikilarak kurgulanan mevcut ¢alismada, UX’in (tek ve/veya UX+TMX)
uygulamasinin serbest radikallerin fazlaligin1 nétralize ederek, koruyucu oldugu ve calisilan

parametreler tizerinde olumlu katkisinin oldugu sdylenebilir.
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Sonug¢ Ve Oneriler

Tek bir biyobelirteg, toksik maddenin sudaki yasam formlar1 lizerindeki toksisitesinin
gercek ve pratik bir degerlendirmesini veremez ve bu nedenle, bir organizmanin toksik
maddelere tepkisini anlamak igin birlestirilmis biyobelirte¢ caligmasinin kullanilmasi tavsiye

edilir.

Caligsmalar, antioksidanlarin pestisit toksisitesini azaltmak i¢in faydali olabilecegini 6ne
sirse de, daha ileri calismalar, pestisit maruziyetinin yan etkilerini sadece eksojen
antioksidanlar yoluyla degil, pestisit kaynakli oksidatif strese dahil olan sinyal yollarini
etkileyerek iyilestirmenin olast yollarina odaklanmalidir. Pestisit kaynakli toksisitede baska
herhangi bir hiicresel yolun dahil olup olmadigini belirlemek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

vardir.

Bu ¢alismada, O. mykiss’ in kan dokusunda hematoloji, bagisiklik tepkisi, antioksidan
durumu, apoptoz ve DNA hasar1 gostergeleri TMX toksisitesinin karakterize edilmesinde
kullanildi. Bununla birlikte belirlenen bu toksik etkide UX’in ortama dahil edilmesi, TMX’in
hematoloji, antioksidan kapasite, bagisiklik tepkileri ve DNA hasar1/ apoptoz lizerindeki toksik

etkilerini 6nemli dl¢iide tersine ¢evirdi.

Toksikoloji ¢aligmalarinda, modiilator potansiyeli oldugu bilinen katki maddelerinin
ortama ilave edilmesi canlilarda muhtemel hasari onlemede pozitif bir yaklasim ortaya
koymaktadir. Sonuglarimiz, TMX+UX ve UX kombinasyonlarinin O. mykiss 'te antioksidatif
yetenegini, TMX aracili toksisitede yiiksek oksidatif zarara karsi koymak icin artirdigim

gostermistir.

Bu calismada, TMX’e maruz kalmanin hematik tokisisite yam sira baskilanan bir
bagisiklik tepkisine neden oldugu belirlenmistir. UX’in ortama dahil edilmesi {izerine, O.
mykiss’in antioksidan savunmay1 destekledigi sonug olarak daha fazla dogal bilesen iireterek
TMX’in bagisiklik bastirict etkisini modiile ettigi, boylece benzer toksisite c¢aligmalarinda

gelecek vaat eden bir modiilator takviyesi oldugu ortaya konulmustur.
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