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4-T-BUTILBENZOIK ASIiDIiN ZEBRA BALIGI SiNiR SiSTEMi GELiSiMi
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

OZET

Cevre kirliligi glinlimiizde artan bir sorundur. Endiistri, tarim, kentlesme, ulasim ve
turizm dahil olmak iizere insan faaliyetleri nedeniyle bir¢ok farkli kirletici sinifi
cevreye girer. Kirleticilerin toprak, hava ve su ekosisteminde toksik ozellikler
gostererek, yasayan canlilara zararli etkilerde bulunmaktadir. Bu etkileri gosteren
zararli maddeler arasinda 6nemli olanlar arasinda hormon sistemini bozan endokrin
bozucular yer almaktadir. Bu endokrin bozucular arasindan, plastik katki
maddelerinden, 4-tert biitil benzoik asit (PTBBA) bulunmaktadir. Polimerizasyon
durdurucu madde ve PVC 1s1 stabilizorii olarak sanayide kullanilmaktir. Daha 6nceki
yillarda yapilan calismalarda, PTBBA’nin erkek ilireme sisteminde zararli etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Ancak sucul ekosistemindeki zararlar1 konusunda ¢alisma
¢ok sinirlidir. Sucul ekosistemler i¢in zebra baligi, hizli gelisimi, embriyolarin seffaf
olmasi, bakimi ucuz ve ¢ok sayida embriyo iliretimi, embriyonik gelisim ve sinir
sistemi gelisimi ve insanlara genetik olarak benzerligi nedeniyle ¢ok kullanilan bir
model organizmadir. PTBBA’nin zebra balig: sinir sistemi gelisimi iizerine etkileri
bilinmemektedir. Ayrica teratolojik etkilerinin olabilecegine dair yeterli ¢aligma
bulunmamaktadir.

PTBBA’in zebra baliklar1 sinir sistemi {lizerine etkilerini arastirmak igin baliklar
Istanbul Universitesi Sucul Omurgali Canli Deney Unitesi’nden temin edildi. 120
saatlik LCsp diizeyini belirlemek i¢in logaritmik dozlarda 100-0,01 mg/l 3 tekrarh
denemeler yapildi. 24 saatlik LCsp 3,900 + 2,692 mg/I, 120 saatlik LCso 1,775 +
0,321 mg/l olarak bulundu. Teratolojik etkilerinin arastirilmasi i¢in 120 saatlik LCso
dozunun %50’s1, %20’s1 ve %10’u olacak sekilde 3 tekrarli olarak 120 saat boyunca
dollenmis yumurtalarin 6liim, koryondan ¢ikma ve anomali oranlar1 kaydedildi.
Histolojik analizler i¢in 15 gilin boyunca oOrnekler alindi, rutin doku takibi
islemlerinden sonra, hematoksilen & eosin ve toludin boyamalari yapildi ve
fotograflandi.

PTBBA’in zebra baliklar1 gelisimi lizerinde olumsuz etkileri arasinda gelisim geriligi,
pigmentasyonda azalma, omurga bozuklari, kranofasiyel anomaliler ve organ eksikleri
gibi teratolojik etkileri goriilmiistiir. Histoloji analizlerde, artan dozlarda vakuollesme,
atrofi, piknotik hiicreler ve bolgesel atrofiler goriilmiistiir.

PTBBA’nin canlilarda erkek tireme sistemine olan olumsuz etkileri literatiirde
bilinmektedir. Ancak bu caligmada literatiirden farkli olarak zebra baliklarinda
PTBBA’nin teratolojik Ozellikleri ortaya c¢ikmis, gelisim asamasinda PTBBA’in
norotoksik etkileri gozlenmistir.

Plastiklerde kullanilan PTBBA ’nin, sularda ve diger ortamlarda bulunmasindan dolay1
canlilarda hormonlar etkileyerek lireme sistemini bozucu, karaciger, bobrekler ve
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sinir sistemine zararli etkileri mevcuttur. Bunun yaninda farkli kimyasal maddeler
viicut icerisinde metabolize olarak, yan yada sonug iirlin olarak PTBBA’nin ortaya
¢ikmasiyla PTBBA maruziyetini artirmaktadirlar. Bu maddelerin ve PTBBA’nin
hukuki olarak daha fazla kisitlanmasi ve yasaklanmasi yoluyla diizenlenmesi ¢evre
insan saglig1 agisinda faydali olacaktir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF 4-T-BUTYL BENZOIC ACID ON
ZEBRAFISH NERVOUS SYSTEM DEVELOPMENT

SUMMARY

Environmental pollution is an increasing problem nowadays. Many pollutants enter
the environment due to human activities, including industry, agriculture, urbanization,
transportation, and tourism. Contaminants show toxic properties in the soil, air, and
water ecosystems and harm living creatures. Among the harmful substances that show
these effects, endocrine disruptor compounds (EDC) that are averse to a hormone
system are among the important ones. Recent studies have determined that EDCs can
also function as metabolic disruptors with fetal and pre-adolescent exposure. There are
numerous studies on the association of persistent organic pollutants, BPA, and
phthalates with adiposity and obesity. Reports also indicate that dioxins and phthalates
may be associated with hypertension.

Among the endocrine disruptors, 4-tert butyl benzoic acid (PTBBA) is one of the
plastic additives. It is used in industry as a polymerization inhibitor and PVC heat
stabilizer. In previous studies, PTBBA has been shown to harm the male reproductive
system. Additionally, it has been found to harm the reproductive organs of rats, causing
a decrease in sperm count, mobility, and morphological abnormalities. However, the
survey of the damage to the aquatic ecosystem is minimal. Zebrafish are a widely used
model organism for marine ecosystems. It is used because of its rapid development,
the transparency of the embryos, the low maintenance and a transparent and large
number of embryos, and its genetic similarity to humans. Zebrafish is a model
organism studied extensively in the embryonic and nervous system development
literature. The physiology and neuroanatomy of the zebrafish are parallel to that of
humans. The zebrafish nervous system becomes functional within days, and all the
main components of the brain are present at five dpf. Like other vertebrates, the central
nervous system of the zebrafish is formed from the neural plate, an ectoderm epithelial
layer on the embryo's dorsal surface. By the end of gastrulation, the neural plate forms
a tube. Brain ventricles form 48 hours after fertilization, and the embryo begins to
respond to touch stimuli. In some areas of the zebrafish's central nervous system, such
as the hypothalamus, optic pathways, olfactory system, spinal cord, and cranial nerves,
an apparent structural homology can be found in the corresponding areas of the human
brain. The effects of PTBBA on zebrafish nervous system development are unknown.
In addition, there are not enough studies showing that it may have teratological effects.

To investigate the effects of PTBBA on the nervous system of zebrafish, fish were
obtained from Istanbul University Aquatic Vertebrate Live Experiment Unit. The
lethal concentration of PTBBA in zebrafish is not known. To determine the LCso was
performed at logarithmic doses of 100-0.01 mg/I for three repeated trials. The 24-hour
LCso was 3.900+£2.692 mg/l, and the 120-hour LCso was 1.775+0.321 mg/l. To
investigate its teratological effects, mortality, hatching, and anomaly rates were
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recorded for 120 hours with three repetitions of 50%, 20%, and 10% of the 120-hour
LCso dose (0.89, 0,356, and 0,178 mg/l, respectively). Samples were taken for
histological analysis for 15 days. Embryo and larvae samples were fixated with
Bouine's solution after that, routinely treated with 70-100% alcohol series than xylene.
Samples stained with hematoxylin-eosin and toluidine blue and photographed with
Leica DM1000 and MC170 HD CCD camera.

Among the adverse effects of PTBBA on zebrafish development, teratological effects
such as growth retardation, decreased pigmentation, spinal disorders, craniofacial
anomalies, pericardial edema, and organ deficiencies were observed. The control and
solvent control groups had no anomalies whatsoever. Lower and middle dose groups
had increased anomalies, respectively. In the 0.890 mg/Il dose group, anomaly numbers
were decreased, but the seriousness of anomalies increased. The primary anomaly was
unhatched embryos due to a slower development rate. Histology analysis showed
increasing vacuolization, swollen cell bodies, pycnotic cells, and regional atrophies.
In high doses, neuronal atrophies were detected in the medulla oblongata area.

The harmful effects of PTBBA on the male reproductive system in living things were
known in the literature. However, this study revealed the teratological properties of
PTBBA in zebrafish. In addition, the neurotoxic effects of PTBBA were observed at
the 15 dpf stage.

PTBBA in plastics harms living things due to its presence in water and other
environments. In addition, different chemicals are metabolized in the body, increasing
PTBBA exposure. Regulation of these substances and PTBBA will benefit the
environment and human health. PTBBA in plastics harms living things due to its
presence in water and other environments. In addition, different chemicals are
metabolized in the body, increasing PTBBA exposure. Regulation of these substances
and PTBBA will benefit the environment and human health.
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1. GIRIS

Gliniimiizde birka¢ kimyasal madde ile, baz1 metaller ve metal tiirevleri (Kursun,
arsenik ve metil civa) norotoksik maddeler olarak siniflandirilmaktadir. Ancak yeni
maddelerin norotoksik olarak tanimlamak i¢in ¢aligmalar sinirlidir. Bu sinirlamalar
geleneksel olarak ¢alisilan in vivo modellerin (insan olmayan primatlarin ve
kemirgenlerin) zahmetli, zaman alic1 ve maliyetli olmasinadan kaynaklanmaktadir
(Grandjean vd., 2014). Zebra balig1 gelisimsel norotoksisitede in vivo ¢aligmalari igin

uygun canli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Zebra balig1 (Danio rerio) eriskinlikte yaklasik 4-4,5 cm uzunlugunda akvaryumlarda
kullanilan kii¢lik bir tatlisu baligidir. Cesitli toksikoloji uygulamalari i¢in bir hayvan
modeli olarak popiilerlik kazanmistir ve biyolojik calismalar ve kimyasal toksisite
caligmalari igin en pratik modellerden biri olarak sayginlik kazanmistir (Powers, 1989;
Tsang, 2010).

Zebra balig1 gelisimsel toksikoloji alaninda farkli avantajlara sahiptir. Son yillarda, bu
hayvan modeli kullanim kolaylig1 ve insanla genetik benzerligi (~%70) nedeniyle
popiilerlik kazanmigtir. Embriyonun seffafligi nedeniyle 1s1k mikroskopu kullanilarak
gelisimini izlemek miimkiindiir (Ton vd., 2006). Diger modellere (fare, sican vb.)
kiyasla bu bariz avantaja ek olarak, bakiminin ucuz ve kolay olmasi, haftalik olarak
nispeten ¢ok miktarda yumurta birakilabilmesi ve gelisme hizin yiiksek olmasi
nedeniyle kisa siirede biiyiik miktarda veri toplamay1 miimkiin kilar. Zebra balig ile
insanlar arasinda farkli morfolojik ve fizyolojik farkliliklar olmakla birlikte, yabanci
maddelere karsi verilen reaksiyonlar benzerdir (Carvan vd., 2000, 2004). Ureme
toksisitesi, davranis bozukluklari, teratojenez, kardiyotoksisite, ototoksisite vb. neden
olan kimyasallara verilen tepkiler biiylik 6l¢iide 6zdestir. Hayvan modelinin yiiksek
verimlilikteki dogas1 ve birlikte alinan toksikolojik yollarin korunmasi, gelisimsel
toksikolojik taramada zebra baliginin kullanisliligini ortaya koymaktadir (Blader vd.,
2000). Omurgal1 yapilar1 nedeniyle daha kiigiik modellere (Caenorhabditis elegans

veya Drosophila gibi) kiyasla beklenen insan sonuglariyla korelasyon i¢in biyolojik



acidan daha uygundurlar. Erken yasam evreleri omurgalilarda olduk¢a korunmustur

(Laale, 1977).

Zebra baligi yumurtalarinda dollenmeden yaklasik 6 saat sonra baslayan
gastrulasyonla viicut plani olusturulur ve sinir sistemine neden olacak hiicreler
embriyo i¢inde farkli konumlara hareket eder (Kimmel vd., 1990). Diger omurgalilarla
oldugu gibi, zebra balig1 merkezi sinir sistemi (M.S.S.) embriyonun dorsal yiiziinde
ektoderm epitel tabakasi olan sinir plakasindan olusur. Gastrulasyonun sonunda
(d6llenmeden 9-10 saat sonra), noral plaka bir tiip haline gelir. Gelecek 6 saat boyunca
sinir tiipii, ayr1 beyin boliinmelerine neden olan ayr1 bolgelere boliiniir. Déllenmeden
24 saat sonra beyin morfogenezi ilerletilir ve néronlarin en erken kiimeleri aksonlarla
birbirine baglanirken beyin diensefelon ve telensefalon, orta beyin, arka beyin ve
omurilik gibi 6n beyin bélgelerine boliiniir (Hanneman vd., 1989; S. W. Wilson vd.,
1990). Déllenmeden 48 saat sonra beyin ventrikiilleri olusur ve embriyo, dokunma
uyarilarina yanit vermeye baslar (Kimmel vd., 1974, 1990; Eisen, 1991; Raible vd.,
1992; Odenthal vd., 1996; Kawai vd., 2001). Glial hiicre alt tiirleri, oligodendrositler,
Schwann hiicreleri ve astrositler dollenmeden 4 giin sonra zebra balig1 larvalarinda

bulunur (Kawai vd., 2001; Brosamle vd., 2002).

Hipotalamus, optik yollar, koku sistemi, omurilik ve kafa sinirleri gibi zebra balig:
M.S.S.’nin baz1 bdlgelerinde, insan beyninin ilgili alanlarina net bir yapisal homoloji
bulunur. Gelismekte olan telesensefalon, rnegin insan karsiligiyla karsilastirildiginda
zebra baliginda carpici bigimde farkli bir morfolojidedir. Bununla birlikte, insan temel
gangliyonuna benzedigine inanilan alanlar, zebra balig1 6n beyninde oldugu gibi
memeli striatumunun ve hipokampiisiin homologu olarak da tanimlanmistir (Rink vd.,
2001, 2004; Wullimann vd., 2002, 2004; Mueller vd., 2009; De Esch vd., 2012).

4-tert-biitilbenzoik asit, (para-tert-biitil benzoik asid, PTBBA) bir benzoik asit tiirevi
olup, organik bir ara maddedir. Renksiz akic1 kristal veya kristal tozdur. Alkid recine
modifikatorii, kesme emiilsiyonu (Metal kesimleri i¢in sogutma yaglama sivisi),
yaglama yag1 katki maddesi, polipropilen niikleasyon ajani, pas dnleyici ve stabilizator
tiretimi i¢in kullanilir. Sanayi bilgilerine gore, PTBBA AB'de agirlikli olarak PVC
termal stabilizatorii olarak kullanilmaktadir. PTBBA'nin AB'de ikinci en Onemli

kullanimi  Alkid ve poliester recineleri iireten polimerler endiistrisinde siirec
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regiilatoriidiir (zincir durdurucu ajan). PTBBA'nin kiiciik bir kismi1 PTBBA esterleri
tiretmek i¢in kimya endiistrisinde ara madde olarak kullanilir. PTBBA iiretimini AB
de 2006 yilinda durdurulmustur. 2009 yilinda AB yillik arz1 2000-4000 ton arasinda
oldugu tahmin edilmektedir (EU RAR, 2009).






2. GENEL BiLGILER

2.1. Cevre Kirliligi

Cevre kirliligi, sanayi toplumunun gelismesi, genislemesiyle ve 20. ylizyildan itibaren
artan niifus yogunluguyla baglantili bir sorundur. Cevresel kirlenme, belirli amaglar
icin uygun ozelliklere sahip antropojenik/ksenobiyotik kimyasallarin fazla tiretimi ile
yogunlagsmaktadir. Endiistri, tarim, kentlesme, ulagim, turizm ve giinliik yasam dabhil
olmak tiizere insan faaliyetleri nedeniyle bircok farkli kirletici sinifi ¢evreye girer.
Baslangigta hava kirleticileri atmosferik kirleticiler ve kat1 atiklar karasal kirleticiler
iken s1v1 atiklar sudaki kirleticilerdir. Hava, toprak, su gibi her bolmedeki kirleticilerle
ilgili siirecler, yatay olarak yayilmayla, difiizyonla ve bozunma ile hem biyotik hem
de abiyotik olarak bir¢ok ortamlar arasinda atmosferik ve deniz akintilarindan biiyiik
olgekli tasima ile aligverise yol acar. Ozellikle su ortami, antropojenik kirleticilerin ve
birikmis veya askida kalmis su sedimanlart i¢in nihai varis noktasi olarak

goriinmektedir.

Gegtigimiz 80 yilda sanayi sektoriinde imal edilen kimyasallarin yillik diretimi 1
milyon tondan, 400 milyon tona ¢ikmistir. Her sene yaklasik 10 milyona yakin yeni
kimyasal sentezlenmektedir. (Vogelgesang, 2002; Bernhardt vd., 2017). 2020 yilinda
sadece Avrupa Birliginde sagliga zararli kimyasal tiretimi 230 milyon ton olmustur
(Eurostat, 2021). Ayrica giinliik hayatta diizenli olarak karsilastigimiz tiiketici
iriinlerinde, cogu zaman bir¢ok kimyasal bulunmaktadir. Yaygin sorunun bir yonii,
endokrin aktif kimyasallarin varligidir. Bu tiir bircok kimyasal salimir ve su

ekosistemlerine girer.

Suda yasayan organizmalar siirekli olarak farkli kaynaklardan gelen ¢esitli su kaynakli
toksik maddelere maruz kalmaktadirlar. Bilinmeyen toksik kimyasallarin varligi, suda
yasayan organizmalarda fizyolojik mekanizmalar tizerindeki etkileri dlgiilerek tespit
edilebilir (Scott ve ark., 2004). Bu nedenle, geleneksel olarak davranis, duyusal,
hormonal, ndrolojik ve metabolik sistemler, toksisite test stratejilerinin énemli bir
bileseni olarak kabul edilmistir. Su sistemlerinde, bazilar1 karasal hayvanlardan

belirgin sekilde farkli olan ¢esitli potansiyel toksik maddelere maruz kalma kaynaklari



ve yollart mevcuttur. Sucul organizmalar, ¢evredeki kirletici yiikler i¢in erken uyari
ve izleme sistemleri olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Baliklar, 20.000'den fazla
tirle tarafindan temsil edilen ve 400 milyon yili askin evrimi kapsayan genis bir
cesitlilik sergilemektedir. Sonug olarak, baliklar oksijen ihtiyaglarini karsilamak icin
giinlik wviicut agirliklarinin  binlerce kati kadar su siizerler. Suda yasayan
organizmalarin gecirgenlikleri, tlirlere gore farklilik gdsteren gastrointestinal

sistemleri, deri ve solungaglari, kirletici aliminin 6nemli yerleridir (Kumar vd., 2020).

2.2. Endokrin Bozucular

Cevre, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan yabanci organik
bilesiklerle kirletilmektedir. Bu bilesikler arasinda endokrin sisteme zarar vererek
organizmanin endokrin sistemi basta olmak iizere bir savunma, lireme ve gelisim gibi
birgok kritik sisteme zarar veren endokrin bozucu bilesikler (EBB) yer alir. EBB’ler
Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yapilan tanimlamaya gore “viicutta
homeostaziyi koruma, iireme, gelisim ve davranigtan sorumlu olan hormonlara sentez,
salgi, transport, baglanma veya eliminasyon yoluyla miidahale eden ajanlardir”. Bu
ajanlar Ozellikle, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan atik

sularla sucul ekosisteme tanitilmaktadir (Kavlock vd., 1996; USEPA, 1998).

Poliklorlu bifeniller, dioksinler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, fitalatlar, bisfenol
A, pestisitler, alkilfenoller ve agir metaller (arsenik, kadmiyum, kursun ve civa) gibi
cevresel kirleticilerin, endokrin sistem dengesini anlamli diizeyde degistirdigi
gosterilmistir. Birgok EBB mutajenik ve yiiksek diizeyde karsinojeniktir (Balabanic
vd., 2011).

Yapilan son ¢aligsmalarda, E.B.B.’lerin fetal ve ergenlik dncesi maruziyetin, metabolik
bozucu olarak da islev gorebildikleri belirlenmistir. Kalic1 organik kirleticiler, BPA
ve fitalatlarin adipozite (yaglanma) ve obezite ile iligkili oldugu konusunda ¢ok sayida
¢alisma mevcuttur (Kumar vd., 2020). Ayrica metabolik sendrom, insiilin direnci ve
tip 2 diyabet ile EBB arasinda iliskilendirilmistir. (Lee vd., 2014), Birden fazla kalic1
organik kirleticinin, basta BPA olmak iizere, karisimlarinin tip 2 diyabeti anlaml
sekilde neden olabildigi gosterilmistir (Wu vd., 2013). Dioksin ve fitalatlarin,
hipertansiyon iligkili olabilecegi bildirilmistir (Christensen vd., 2011).

EBB'ler ¢evrede her yerde bulunur ve insan viicudunu birgok farkli yollarla maruz

kalarak kirletebilir. Maruziyet yolu biiyiik 6l¢tide kimyasala baglidir, ancak inhalasyon
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ve agizdan alim en yaygin maruz kalma yolludur (De Coster vd., 2012; Gore vd., 2015;
Kabir vd., 2015). EBB'ler gida iiriinlerini kontamine edebilir ve insan tiikketimine
yonelik hayvan dokularinda birikebilir (Cosnefroy vd., 2012). insanlar ve diger en
blyiik yirticilar, normal biyolojik siireglerin zarar gdérmesine yol agabilecek
biyobirikim yoluyla daha yiiksek dozlarda EBB'lere maruz kalabilirler. Cogu EBB,
insan ve diger hayvan tiirlerinin dokularinda kronik biyolojik birikime yol agan ytiksek
oranda lipofiliktir (Thomas Zoeller vd., 2012). Birden fazla ¢evresel bilesige kronik
olarak maruz kalmanm insan fizyopatolojisi lizerinde kiimiilatif ve/veya sinerjik

etkileri olabilir.

Cogu EBB'nin kimyasal yapisi cinsiyet steroid hormonlarini taklit eder ve endokrin
reseptorlerini baglayabilir, bu da hormonal sinyalleme ile etkilesime yol acabilir ve
tireme sistemini zararh etkilere kars1 savunmasiz birakabilir (Monneret, 2017). EPA,
eszamanli anti-androjenik ve zayif Ostrojenik aktiviteye sahip dogurganlik ve lireme

sagligi i¢in 6zellikle 6nemli olan bes EBB sinifin1 tanimlamustir:

1. llaglar veya sentetik dstrojenler (17 p-estradiol ve dietilstilbestrol),

2. Fitoostrojenler (izoflavonoidler, kumestanlar, lignanlar ve stilbenler),

3. Pestisitler (organofosfatlar, karbamatlar, organoklorinler ve sentetik
piretroidler),

4. Endiistriyel maddeler ve yan tiriinleri (fenoller, dioksinler, agir metaller,
perflorooktanoik asit, benzoik asid tiirevleri),

5. Polivinil kloriir (PVC), plastiklestiriciler (fitalatlar, BPA ve dioksin) ve
tirevleri (USEPA, 1998; Harding vd., 2006; Thomas Zoeller vd., 2012).

Arastirmalar, dogum sonrasi erken donemde EBB'lere maruz kalmanin, somatik
hiicrelerin gen transkripsiyonunda onemli degisikliklere yol agabilecegini, ergenlik
icin gerekli silireclerin zamanlamasini degistirerek gelisimsel gecikmelere yol
acabilecegini gostermistir (Schug vd., 2011). EBB'ler, testikiiler hipotrofi, sperm
sayist ve Kkalitesinde diisiis, polikistik over sendromu yoluyla erkek ve kadin
dogurganligini azaltmakla iligkilendirilmistir (Zama vd., 2010; Schug vd., 2011).
Endokrin bozucu kimyasallarin, bozulmus spermatogenez, testis kanseri, inmemis
testis ve hipospadias gibi testikiiler disgenezi sendromunun baslangicinda 6nemli rol
oynadig1 gorilmektedir (Schug vd., 2011; Thomas Zoeller vd., 2012; Monneret,
2017). Testikiiler disgenezi sendromu, fetal yasam sirasinda embriyonik programlama

ve fetal gelisimin kesintiye ugramasinin sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Virtanen
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vd., 2005; Thomas Zoeller vd., 2012). Fitalatlar, vinklozolin, asetaminofen ve
polibromlu difenil eterler (PBDE), testikiiler disgenezi sendromunun baslangicinda
onemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir (Schug vd., 2011; Anawalt, 2013).
Kadinlarda, EBB'lere kronik maruz kalma, endometrioSis ve yumurtalik patolojisinin
baslangicindaki etyopatogenetik roller araciligiyla dogurganligi degistirebilir
(Minguez-Alarcon vd., 2017; Rattan vd., 2017). EBB'ler, ¢cevredeki yaygin varliklar
onlar1 erkek ve kadin dogurganligi icin bir tehdit haline getirdigi icin iizerinde

calisilmas1 6nemli olan bir¢ok karmasik diizenleme mekanizmasina sahiptir (Schug

vd., 2011; Anawalt, 2013; Rattan vd., 2017).

Endokrin sistem, cinsel iireme ve gelisimin kontrolii ile sinirli degildir. Endokrin
bozucular tiroidin yani sira glukokortikoid ekseni, adrenal ve pankreatik sistemleri,
yag dokusunu ve immiin veya néroendokrin hedeflerini etkileyebilir (Laessig, S. A.,
McCarthy, M. M., & Silbergeld, 1999; Masuo vd., 2011; Weiss, 2012; Ledn-Olea vd.,
2014). Ozellikle cesitli ndromediatdr yoluyla bilissel sistemi olumsuz seklide
etkileyebilirler (Schantz vd., 2001). Ozellikle sinir sistemi gelisimini negatif yonde
(Grandjean vd., 2014) etkileyen 176 adet farkli EBB tanimlanmistir. bunlardan 37
tanesi tiroit sistem tizerinden etki gosterirken, %80°1ik geri kalan kismi néromodiilator
olarak farkli mekanizmalar ile MSS gelisimini etkilemektedir (Seralini vd., 2021).
Poliklorlanmis bifeniller ve poliklorlanmis dibenzofuranlar beyin gelisiminde
davranigsal ve kognitif gerilemelere neden olabilirler (Laessig, S. A., McCarthy, M.
M., & Silbergeld, 1999).

Oka ve ark., (2003), BPA'nin Xenopus laevis embriyolarinin erken gelisimi sirasinda
ozellikle M.S.S.’de anormal gelisim ve apoptoz irettigini gostermis ve bu etkilerin
gelisimsel siiregler iizerindeki Ostrojenik olmayan eylemlerden kaynaklandigini one
stirmistiir. (Zsarnovszky ve ark., (2005), disik dozda bir BPA'nin sigan
embriyolarinin gelisimini etkiledigini ve BPA'nin oldukca giiglii bir psddo-17p-
Ostradiol gibi davrandigimi ve 17-0stradioliin beyincik gelisimindeki rollerini
bozdugunu bildirmistir. Diisiik dozlarda bisfenol-A bu nedenle beyin gelisimini
etkileyebilir.

Endokrin bozucu bilesiklere gelisimin erken doneminde maruz kalininca hassas olan
sinir sistemi lizerinde bozukluklara yol acabilir. Bu hasarlar arasinda zeka katsayisinin
azalmasi (IQ), otizm spektrum bozuklugu (ASD), dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu (ADHD) yer almaktadir (Bellinger, 2013). Bu hasarlarin olugmasinda
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Merkezi Sinir Sisteminin (MSS) 6zellikle gelisiminin erken dénemlerinde yiiksek
duyarliligin oldugu zaman aralig1 birgok ¢aligmada gosterilmistir. MSS gelisiminde bu
zaman araligmi, dogum Oncesi ve sonrasinda olusan bozukluklar, hayatin geri

kalaninda olumsuz etkisini gosterebilmektedir (Giussani, 2011).

Giliniimiizde birka¢ kimyasal, baz1 metaller metal ve metal tiirevleri (Kursun, arsenik
ve metil civa) norotoksik maddeler olarak smiflandirilmaktadir. Ancak yeni
maddelerin norotoksik olarak tanimlamak i¢in ¢alismalar siirlidir. Bu sinirlamalar
geleneksel olarak ¢alisilan in vivo modellerin (insan olmayan primatlarin ve
kemirgenlerin) zahmetli, zaman alic1 ve maliyetli olmasidir (Grandjean vd., 2014).
Zebra balig1 gelisimsel norotoksisitede in vivo ¢alismalari igin uygun canli olarak

ortaya ¢ikmaktadir.

2.2.1. 4-tert-biitilbenzoik asit

4-tert-biitilbenzoik asit, (para-tert-biitil benzoik asid, PTBBA) bir benzoik asit tiirevi
olup, organik bir ara maddedir(Sekil 2.1.). Renksiz akici kristal veya kristal tozdur
(Tablo 2.1). Alkid regine modifikatorii, kesme emiilsiyonu (Metal kesimleri igin
sogutma yaglama sivisi), yaglama yagi katki maddesi, polipropilen niikleasyon ajani,
pas Onleyici ve stabilizator iretimi i¢in kullanilir. Sanayi bilgilerine gore, PTBBA
A.B.'de agirlikli olarak PVC termal stabilizatorii olarak kullanilmaktadir. Sert PVC de
%1,5’a kadar yumusak plastiklerde %2’ye kadar PTBBA’nin metal tuzlan
eklenebilmektedir (ESPA, 2006). PTBBA'nin A.B.'de ikinci en 6nemli kullanimi
Alkid ve poliester regineleri tireten polimerler endiistrisinde siire¢ regiilatoriidiir
(zincir durdurucu ajan). PTBBA'nin kiiciik bir kismi1 PTBBA esterleri iiretmek i¢in
kimya endiistrisinde ara madde olarak kullanilir. PTBBA iiretimini A.B.’de 2006
yilinda durdurulmustur. 2009 yilinda A.B. yillik arz1 2000-4000 ton arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. ((E.U. R.A.R., 2009)) 2015 y1l1 EPA (United States Environment
Protection Agency) (A.B.D. Cevre Koruma Ajansi), T.S.C.A. (Toxic Substances
Control Act (Toksik Maddeler Kontrol Yasasi)) ve C.D.R. (Chemical Data Reporting)
(Kimyasal Veri Raporlama) 2016 raporlarina gére A.B.D.’de 500,000- <1,000,000 Ibs
(~250-500 ton/y1l) yillik tiretimi oldugu tahmin edilmektedir. (E.P.A. C.D.R. 2016).

Dogada sucul ve atik su sizintilarinda PTBBA tespit edilmistir. 1986 yilinda Japon
Cevre Bakanligin’nin 1986 yilinda Japonya sahillerinde farkli noktalarda yaptig
6lgtimlerde maksimum 0,3 pg/L. PTBBA tespit edilmistir (Yoshioka vd., 1993). Clark

ve arkadaglarimin 1991 yilinda New Jersey, A.B.D.’de islem gormemis sanayi
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kanalizasyon atiklarinda yaptigi farkli 6l¢iimlerde 0,6-32 pg/L arasinda PTBBA tespit
etmistir (Clark vd., 1991). isve¢ Orebro sehrinde Haziran 1994°de s1zint1 suyunda 27,1
ng/L PTBBA él¢iilmiistiir (Welander, 1997). Avrupa Stabilizatdr Ureticileri Birligi,
(European Stabiliser Producers Association, ESPA) tarafindan yapilan plastik sanayi
atitk suyunda, tahmini ¢evresel konsantrasyonlari PTBBA metal tuzlart igin
hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalarda PTBBA miktarinin, atik suyunda 1,4 pg/L ve
lokal sedimentte kalint1 miktar1 3,96 pg/L olarak hesaplanmistir (ESPA, 2006).

Tablo 2.1. Ptbba’nin genel 6zellikleri

Ozellik Deger
CAS no 98-73-7
Kimyasal adi 4-tert-Butylbenzoik asit

PTBBA, 4-tbba; p-tert-bba; butylbenzoic acid; AKOS
BBS-00003714; RAR ECHEM AL BO 0693; p-tert-
butylbenzoic; 4-tert-Butylbenzoic; 4-t-butylbenzoic

acid; P-T-BUTYLBENZOIC ACID

Es anlamlilar

Molekiiler formiil C11H1402
Molekiiler agirlik 178,23 g/mol
Fiziksel durum Kati
Erime sicaklig: 165-167 °C
Kaynama sicaklig1 280 °C
Parlama noktasi 180 °C
Yogunlugu 1.142 20 °C*de
Buhar basinci 0.057 Pa 20 °C’de
pKa 4.38 (25 °C)
pH 3.9 (H20, 20 °C) (Doymus ¢ozelti)
Suda ¢oziintirligi 0.07 g/L (20 °C)
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Sekil 2.1. Ptbba’nin molekiil yapisi

Fare ve ratlardan elde edilen LDso degerlerine dayanarak, 4-tert-biitilbenzoik asit,
"zararl1" ve "Yutulmasi halinde zararli" etiketlidir. PTBBA tekrarlanan doz toksisitesi
i¢in hedef organlar merkezi sinir sistemi, karaciger, bobrekler, testisler, epididimisler,
hemopoietik sistem ve timusdur (Bridi¢ vd., 1979; Lu vd., 1987). Ratlarda oral yolla
maruziyet (LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level)(Olumsuz Etkinin
Gozlemlendigi En Diisiik Seviye) 6-8 mg/kg/gilin (Hunter vd., 1965; EU RAR, 2009;
ECHA, 2016) ve dermal yoldan maruziyette (LOAEL 60-70 mg/kg/giin) (Cagen vd.,
1989; EU RAR, 2009; ECHA, 2016) testislerde atrofi goriilmiistiir. Diger canlilarda
yapilan bazi ¢aligmalar Tablo 2.2°de verilmektedir (PubChem, 2022).

Tablo 2.2. Ptbba’in diger canlilar tizerine etkileri.

No |Organizma| Test Maruz yolu Doz

1 Rat LDso Oral 473 mg/kg

2 Rat L Cso inhalasyon | >1900 mg/m?. saat
3 Rat LDso Deri 300 mg/kg

4 Rat LDso Intravendz >200 mg/kg

5 Fare LDso Oral 568 mg/kg

6 Fare LDso | Intraperitonal 242 mg/kg

7 Tavsan LDso Deri >900 mg/kg

Ayrica PTBBA’ya yapisal olarak benzer olan para-siibsititude alkil benzoik asit
tiirevlerinin ratlarda lireme organlarini olumsuz yonde etkiledigini, sperm sayisinda
diisiise, hareket azligina ve morfoloji bozukluklarina neden olmustur (RIFM, 2010;
ECHA, 2016). Bu tiirevlerden in vivo ve in vitro olarak en ¢ok calisilan1 3-(4-tert-
butilfenil)-2-metilpropanal (BMHCA) rat primer hepatositlerinde, PTBBA’e

transformasyona ugramistir (Laue vd., 2017).
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Scherer ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptig1 calismada lysmeral isimli yaygin olarak
kullanilan koku maddesinin, 5,26 mg/l oral yolla tek doz olarak 5 adet insana
verildiginde, 48 saat sonra idrarlarinda, lysmeral’in ana metabolit olan PTBBA tespit

etmislerdir (Scherer vd., 2017).

McCune ve ark. 1982 yilinda PTBBA ile yaptig1 calismada tek 6giin beslenen rat
hepatositlerinde 5-10 uM PTBBA yag asit sentezinin %50 inhibe ettigi bulunmustur.
48 saat ag¢ birakilan ratlarda 20 uM PTBBA glikoz sentezinin %50 sini inhibe
etmektedir. Ayrica PTBBA keton cisimciklerinin sentezini de engellemektedir.
Dolayisiyla yag asit sentezi ve glukogenez sentezi mekanizmalarini bozdugu igin
hiicre i¢i enerji yolaklarinda problemlere yol a¢gma ihtimalinin oldugu ratlarda

gosterilmigtir (McCune vd., 1982).

Scherer ve ark. 2021 yilinda yaptig1 calismada 2000-2018 yillar1 arasinda 20-29 yaslari
arasinda 329 kisiden alinan idrar 6rneklerinde Butilfenil methil propional (Lilial)
taramasi i¢in, bu kimyasalin metabolitlerinden biri olan PTBBA miktarini idrarda
taramistir. Ortalama olarak 13,73 pg/24 saat PTBBA tespit edilmistir. Bulunan rakam
kronik maruziyet esik degerinin iistiinde oldugu bildirilmistir. (Scherer vd., 2021)

Walde ve Scheline’nin 1983 yilinda yaptig1 ¢alismada 6zellikle parfiimeri sanayinde
kullanilan p-tert-Biitiltoluenin rat ve kobaylara 100 mg/kg olarak tek doz verildiginde,
kobaylarda idrarda bulunan metabolitlerin %17’ nin PTBBA olarak GC-MS
yontemiyle Olgiilmiistiir. Ratlarda PTBBA metaboliti rastlanmamistir (Walde vd.,
1983).

Chen ve arkadaslarinin 2014 yilinda PTBBA’’nin mayada sirtuin grubu enzimlerinden
sir2p enzimini secici olarak inhibe edebildigi gosterilmistir. Histon deasetilleyici
goreve sahip olan situin enzimi bakterilerden memelilere kadar korunmus oldugu ve
hiicre dongiilerinde gorev aldigi i¢in, hiicre 6liimii ve kanser onleyici 6zellige sahiptir

(Chen vd., 2014).

Tollefsen gokkusagi alabaliklarda yaptigi ¢alismalarda PTBBA’nin plazmada seks
hormonu baglayict globiilin (Sex Hormone Binding Protein) 17b-estradiol (E2) ve
testesteronla (T) rekabet edemeyerek baglanamadigi tespit edilmistir (Tollefsen,
2007). Ayni baliklar1 primer hepatosit kiiltiiriinde yaptig1 6strojenite ¢alismalarinda,
PTBBA Vitellogenin iiretiminde degisimine yol agmadigini, 96 saatlik 0,1 nM

maruziyette Ostrojen reseptorlerinde antagonistik etkide bulundugunu ancak 0,3 nM
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konsantrasyonda ise zayif Ostrojen gibi davranarak agonistik etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir (Tollefsen, Eikvar, vd., 2008). Hepatik hiicrelerde 0Ostrojen
reseptoriine baglanabildigi gosterilmistir (Tollefsen & Julie Nilsen, 2008).

2.3. Zebra Bahg

Zebra baligi (Danio rerio) eriskinlikte yaklagik 4-4,5 cm uzunlugunda akvaryumlarda
kullanilan kiigiik bir tatlisu baligidir. Cesitli toksikoloji uygulamalari i¢in bir hayvan
modeli olarak popiilerlik kazanmistir ve biyolojik ¢aligmalar ve kimyasal toksisite
calismalari i¢in en pratik modellerden biri olarak sayginlik kazanmistir (Tsang, 2010;

Powers, 1989).

Zebra balig1 gelisimsel toksikoloji alaninda farkli avantajlara sahiptir. Son yillarda, bu
hayvan modeli kullanim kolayligi ve insanla genetik benzerligi (*%70) nedeniyle
poplilerlik kazanmistir. Bununla birlikte, gelisme toksikolojisi ac¢isindan yararliligi,
gelisme sirasindaki zebra baligi embriyonu seffafligi etrafinda toplanmistir (Ton,
2006). Isik mikroskopu kullanilarak gelisimini izlemek miimkiindiir. Diger modellere
(fare, sican vb.) kiyasla bu bariz avantaja ek olarak, haftalik olarak nispeten ¢ok
miktarda yumurta birakilabilir ve bu hayvanlarin gelisme hizi, kisa siirede biiyiik
miktarda veri toplamayr miimkiin kilar. Zebra baligi ile insanlar arasinda farkl
morfolojik ve fizyolojik farkliliklar olmakla birlikte, toksikolojik islemlerin bircogu
korunmaktadir (Carvan ve digerleri, 2000 ve Carvan ve ark., 2004). Ureme toksisitesi,
davranis bozukluklari, teratojenez, kardiyotoksisite, ototoksisite vb. neden olan
kimyasallara verilen tepkiler biiylik Olclide 6zdestir. Hayvan modelinin yiiksek
verimlilikteki dogas1 ve birlikte alinan toksikolojik yollarin korunmasi, gelisimsel
toksikolojik taramada zebra baliginin kullanighligini ortaya koymaktadir (Blader,
2000). Omurgali yapilar1 nedeniyle daha kii¢iik modellere (C. elegans veya
Drosophila gibi) kiyasla beklenen insan sonuglariyla korelasyon i¢in biyolojik agidan
daha uygundurlar. Erken yasam evreleri omurgalilarda olduk¢a korunmustur (Laale,
1977).

2.3.1. Zebra bah@ sinir sistemi yapisi

Zebra balig1 fizyolojisi ve noroanatomisi, insanlarinkine paraleldir (Panula ve
digerleri, 2010; Panula ve digerleri, 2006). Zebra baligi larvalarinda (>3 dpf)
organlarin ve lokomotor tepkilerin cogu geligsmistir, bu da davranis islevlerinin yerinde

oldugunu diistindiiriir (Kimmel ve digerleri, 1995). Zebra balig1 sinir sistemi giinler
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icinde islevsel hale gelir ve beynin tiim ana bilesenleri 5 dpf'de bulunur (Nusslein-
Volhard, 2002). Zebra baliklarinda lokomotor aktivitenin ilkel formlar1 erken yasam
evrelerinde gelismeye baslar. Boylece, zebra baligi, sinir sisteminin gelisimi ve
islevlerini (Strdhle & Korhz, 2004) ve hareketin davranigsal, genetik ve biyokimyasal
yonlerini incelemek i¢in gili¢lii bir model olarak ortaya ¢ikmistir (Fetcho & McLean,

2010; Fetcho ve digerleri, 2008; Fetcho, 2007; Guo, 2004; Drapeau ve digerleri, 2002).

Zebra baligimin sinir sistemi yaklasik déllenmeden yaklasik 6 saat sonra baslayan
gastrulasyonla viicut plani olusturulur ve sinir sistemine neden olacak hiicreler
embriyo icinde farkli konumlara hareket eder (Kimmel ve ark.,, 1990). Diger
omurgalilarla oldugu gibi, zebra balig1 merkezi sinir sistemi (MSS) embriyonun dorsal
yiiziinde ektoderm epitel tabakasi olan sinir plakasindan olusur. Gastrulasyonun
sonunda (déllenmeden 9-10 saat sonra), noral plaka bir tiip haline gelir. Gelecek 6 saat
boyunca sinir tiipii, ayr1 beyin boliinmelerine neden olan ayri bdlgelere boliintir.
Doéllenmeden 24 saat sonra beyin morfogenezi ilerletilir ve noronlarin en erken
kiimeleri aksonlarla birbirine baglanirken beyin diensefelon ve telensefalon, orta
beyin, arka beyin ve omurilik gibi 6n beyin bolgelerine boliintir (Hanneman ve
Westerfield, 1989; Wilson ve ark. , 1990). Doéllenmeden 48 saat sonra beyin
ventrikiilleri olusur ve embriyo, dokunma uyaranlara yanit vermeye baslar (Eisen,
1991; Jiang ve digerleri, 1996; Kawai ve digerleri, 2001; Kimmel ve digerleri, 1974;
Kimmel ve ark.,, 1990 Raible ve digerleri, 1992). Glial hiicre alt tiirleri,
oligodendrositler, Schwann hiicreleri ve astrositler dollenmeden 4 giin sonra zebra

balig1 larvalarinda bulunur (Brosamle ve Halpern, 2002; Kawai ve digerleri, 2001).

Hipotalamus, optik yollar, koku sistemi, omurilik ve kafa sinirleri gibi zebra balig:
MSS’nin bazi bolgelerinde, insan beyninin ilgili alanlarina net bir yapisal homoloji
bulunur. Gelismekte olan telesensefalon, 6rnegin insan karsiligiyla karsilastirildiginda
zebra baliginda ¢arpici bigimde farkli bir morfolojidedir. Bununla birlikte, insan temel
gangliyonuna benzedigine inanilan alanlar, zebra balig1 6n beyininde oldugu gibi
memeli striatumunun ve hipokampusun homologu olarak da tanimlanmistir (de Esch,
C., 2012, Mueller ve Wullimann, 2009; Rink ve Wullimann, 2001, 2004; Wullimann
ve Mueller, 2004 Wullimann ve Rink, 2002).
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Sekil 2.2. Zebra balig1 beyninin gelisimi. embriyonik zebra baligi beyninin (30 hpf)
sematik gosterimi. !

1 (A) On beyni (sar1), orta beyni (mavi), orta beyin-arka beyin st (MHB) (yesil) ve arka beyni
(turuncu). Koronal ve sagital kesit semalar1 beyin yapilarii gésterir. On beyin, telensefalon
(koyu gri) ve diensefalon (hipotalamus iceren, agik gri) olarak alt boliimlere ayrilmistir. (B)
Yetiskin beyninin ve ana alanlarin basitlestirilmis temsili. Olgekli olmayan ¢izimler. Rink,
2002'den uyarlanmistir; C: beyincik; D: diensefalon; M: orta beyin; MHB: orta beyin-arka
beyin sinir1; H: arka beyin; Ha: habenula; Hip: hipotalamus; OB: koku ampulii; ACIK: optik
sinir; ORR: optik girinti bolgesi; OV: otik vezikiil; Pal: palyum; PB: epifiz govdesi; R:
retina; r1-r7: rhombomerler 1 ila 7; Alt: alt palyum; T: telensefalon; ve Teg: tegmentum.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Para-Tert Biitil Benzoik Asit

Calismada Sigma Aldrich marka 98-73-7 CAS numarasina sahip 4-tert Biitil Benzoik
Asit (PTBBA) kullanilmugtir.

3.2. Zebra Baliklarindan Embriyo Toplanmasi

Calisma, Istanbul Universitesi Sucul Omurgali Canli Deney Unitesi’nde
gerceklestirildi. 1 yasinda olan zebra baliklari Techniplast ZebTEC Active Blue
sisteminde, 8 It tanklarda, 12:12 saat aydinlik-karanlik foto periyodunda, giinde 1 defa
TetraPro ve giinde 1 defa Artemia ile giinliik viicut agirhgmin yaklagik %2’si kadar
yem ile beslendi. Yumurta toplanmasi planlanan tarihten en az 1 hafta once
yumurtlamaya uygun damizlik disiler ve erkekler izole edildi. Yumurta
toplanmasinda, 1:2 disi/erkek olacak sekilde 3,5 It akvaryumlar, tabanlarmma cam
misket yerlestirilerek kullanildi. Aydinlik foto periyodunun ilk dakikalarinda
gerceklesen ciftlesme sonucu doéllenenen yumurtalar, sifonlama ydntemiyle
akvaryumdan, E3 soliisyonu bulunan petri kaplarina alindi. Déllenmemis ve anormal
yumurtalar ayiklanip, dollenmeden 4 saat sonra doz uygulamalarina baslandi. Doz
uygulamasindan sonra biitiin embriyo ve larvalar Niive ES 120 sogutmal1 inkiibatdrde
28+1°C'de inkiibe edildi. Deney sivilarinin hacimce %901 her giin yaklagik ayni
saatlerde degistirildi.

3.3. Zebra Bah@ Embriyo ve Larvalarinda Ptbba Lcso Degerlerinin Tespiti

Zebra baliklar1 icin PTBBA LCso degerleri literatiirde bulunmadigindan LCso degeri
tespiti i¢in 24 kuyucuklu, 2 ml hacme sahip polikarbonat, steril mikroplate i¢ine alinan
zebra balig1 embriyolarina, negatif kontrol, ¢oziicii kontrol (%1 DMSO), 100, 10, 1,
0,1 ve 0,01 mg/l logaritmik olarak artan dozlarda PTBBA uygulandi. Ancak PTBBA
100 mg/l dozu, suda yeteri kadar iyi ¢6ziinmedigi igin, biitiin dozlar, baliklar igin

zararli olmayan, %1’lik Dimetil Siilfoksit (DMSO) ¢oziildiikten sonra uygulama



yapildi. Uygulamalar 4 kez tekrar edildi. Probit yontemi ile 24-120 saatlik LCso
hesaplandi.

3.4. Doz Uygulanmasi

Boliim 3.3’te hesaplanan 120 saatlik LCso dozunun, %50’si, %20’si, %10’u, uygulama
dozlart olarak belirlendi. Negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol uygulamalari ile toplam 5

grup halinde 120 saatlik PTBBA uygulamasi yapildu.

3.5. Teratolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Doz uygulamalar sirasinda 24 saatte bir embriyolarin gelisim ozellikler kontrol
edilerek BAB ST45 marka stereo mikroskopla ve BAB CCD 2 MP kamerayla
fotograflar1 ¢ekildi. Embriyolarin gelisimi sirasinda olusan anormallikler kaydedildi.
Embriyolarda 24, 48, 96 ve 120 saatlik 6liim oranlari, daha sonraki istatistik
analizlerinde ve LCso degerlerinin hesaplamalarinda kullanilmak igin kaydedildi.
Ayrica zebra baligi embriyolarinda ve daha sonra larvalarinda koryondan ¢ikis
zamanlari, morfolojik bozukluklar, omurga bozukluklari, kranofasial bozukluklari,
beyin, gbz, somit hasarlari, 6demler, hemoralji, kalp ritmi, hareket bozukluklar1 ve

nekroz gibi ozellikler giinliik olarak kaydedildi.

3.6. Histolojik Analizler

3.6.1. Embriyo histolojisi

Zebra balig1 embriyolarinda her bir dozdan giinliik olarak ornekler alindi. Alinan
Zebra balig1 embriyolari, fiksatif isleminden sonra, dehidrasyon, seffaflastirma ve
parafine gdmme gibi rutin histolojik asamalardan gecirildi. Leica mikrotom cihazinda
yaklastk 5 pm kalinliginda kesit alma islemleri uygulandi. Alman kesitler
hematoksilen-eosin ve Toulidin mavisi ile boyandi. Boyama islemlerinden sonra 1 saat
kurutma kagidi iizerinde kurutuldu. Daha sonra entellan ile lamel kapatilarak 1 gece
kurutmaya birakildi. Leica DM1000 151k mikroskobunda, MC 170 HD kamera ile
goriintiilenip LAS 4.9 (Leica) programinda fotograflandi.

3.6.2. Fiksasyon
Embriyolarda kontrol ve uygulama dozlarinda alinan 6rneklere, 24 saatlik Bouin

fiksatifi uygulandi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Embriyo histolojisi igin fiksatif uygulamasi

Fiksatif Siiresi Icerdigi Maddeler | Miktari
Bouin ¢ozeltisi 24 saat Saf suda doymus | 75 ml
pikrik asit

%40 formaldehit 25 ml

Glasiyal asetik asit | 5 ml

3.6.3. Dehidrasyon
Fiksasyon isleminden sonra ornekler, alkol serilerinden gegirilerek, iglerindeki su

uzaklastirildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Embriyo histolojisi igin dehidrasyon islemleri

Islem Stiresi
%70 etanol 1 giin
%090 etanol 30 dakika
2095 etanol 30 dakika
%100 etanol 30 dakika
%100 etanol 30 dakika

3.6.4. Seffaflagtirma ve parafin bloklara gomme
Suyu uzaklastirilan 6rnekler Ksilolde bekletilerek seffaflastirildi. Ardindan 58°C
etlivde s1v1 parafin igerisinde 1 giin bekletildikten sonra, kesit diizlemine goére parafin

bloklar igine gomiildii (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Embriyo histolojisi igin seffaflastirma ve parafine gomme islemleri

Islem Siiresi
Ksilol 30 dakika
Ksilol 30 dakika
Parafin 24 saat

3.6.5. Kesit alma
Parafin bloklardan yaklagik 5 pm kalinliginda Leica RM2125 RT marka doner
mikrotomda kesitler alinip, sicak su banyosundan sonra lam tizerine yerlestirildi. 1 saat

58°C etiivde kurutulduktan sonra boyama islemlerine alindi.
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3.6.6. Boyama islemleri

3.6.6.1. Hematoksilen-eosin boyamasi
Lam iizerine alinip kurutulan 6rneklere, asagidaki prosediire gore rutin Hematoksilen-
Eosin boyama islemi uygulandi (Tablo 3.4). Boyama islemi sonunda 2 saat kurutulup,

entellan uygulandiktan sonra lamel ile kapatildi.

Tablo 3.4. Hemotoksilen & eosin boyama islemi

Islem Siiresi
Ksilol 3 dakika
Ksilol 3 dakika
%100 etanol 3 dakika
%90 etanol 30 saniye
%70 etanol 30 saniye
Akarsu 30 saniye
Hematoksilen 1 dakika
Distile su 4 dakika
%95 etanol 30 saniye
%95 etanol 30 saniye
Eosin 1 dakika
%100 etanol 1,5 dakika
%2100 etanol 1,5 dakika
Ksilol 45 saniye
Entallan ile kapatma

3.6.6.2. Toluidin mavisi boyamasi
Lam iizerine alinip kurutulan 6rneklere, asagidaki prosediire gore Toulidin Mavisi
boyama islemi uygulandi (Tablo 3.5). Boyama islemi sonunda 2 saat kurutulup,

entellan ile kapatildi.
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Tablo 3.5. Toluidin mavisi boyamasi

Islem Siiresi
Ksilol 5 dakika
%2100 etanol 2 dakika
%095 etanol 2 dakika
%70 etanol 2 dakika
Distile su 15 saniye
Toulidin mavisi (0.5 g/L) 5 saniye
Distile su 4 dakika
%70 etanol 2 dakika
%95 etanol 2 dakika
%2100 etanol 2 dakika
Ksilol 2 dakika
Entallan ile kapatma

3.6.7. Istatistik hesaplamalar

Biitlin veriler SPSS 23 istatistik paket programi ile normallik testinden gecirildi.
Normal olan veriler, kontrol grubu ve diger doz gruplari arasinda anlamli fark bulunup
bulunmadiginin tespiti i¢in parametrik ANOVA testi ile istatiksel olarak test edildi.
Kontrol grubu ile diger doz gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bulunan
farklarin, ayrintili incelenmesi i¢in Tukey HSD post-hoc testi yapildi. Normal olmayan

veriler i¢in non-parametrik testler uygulanda.
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4. SONUCLAR

4.1. Zebra Baliklarinda Ptbaa Lcso Degerlerinin Belirlenmesi

Zebra balig1 embriyolarinda PTBAA uygulamasinda 120 saate kadar yapilan LCso

degerlerinin sonucu Tablo 4.1°de ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Tablo 4.1. Zebra balig1 embriyo ve larvalarinda 120 saate kadar ptbaa uygulamasinda

Icso degerleri

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
LCso | 3,900+2,692 [1,957+0,412 | 1,855+0,344 | 1,772+0,343 | 1,775+0,321
Degeri mg/l mg/l mg/l mg/I mg/l

Zebra baliklarinda PTBAA’nin LCsp degerlerinin belirlenmesi sirasinda 120 saatlik

oliim oranlar1 Tablo 4.2°de ve Sekil 4.1°de yiizde ortalama =+ standart sapma olarak

verilmigtir. Zebra baliklarinda PTBAA’nin koryondan ¢ikis grafikleri Sekil 4.2°de

ylizde + standart sapma gosterilmistir.

Zebra Balig PTBBA Uygulamasi Olim Orani (Yiizde + SS)

Oliim Orami %

1

E T

i
!
Siire (Saat)

- 0,01 mg/L

Sekil 4.1. Zebra balig1 embriyo ve larvalarinda ptbaa uygulamasinin Icso degerlerinin
belirlenmesi sirasinda 6liim orani.



Tablo 4.2. Zebra baligi embriyolarinda 120 saatlik ptbaa uygulama dozlarinda

gozlenen hayatta kalma orani tablosu (sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir). (n=24)

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
100 mg/l 0,000+0,000 | 0,000£0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,0000,000
10 mg/l 0,000+0,000 | 0,000£0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,0000,000
1 mg/l 0,000+0,000 | 0,000+£0,000 | 2,333+1,527 | 3,667+0,577 | 4,000+1,000
0,1 mg/l 0,000+0,000 | 1,333+2.309 | 9,333+3.214 | 11,000+2,000 | 11,667+1,154
0,01 mg/l 0,000+0,000 | 1,667+0,577 | 23.333+0.577 | 23,333%0,577 | 23.333+0,577
Kontrol 0,000+0,000 | 1,000£0,000 | 23,333+0,577 | 23,333+0,577 | 23,333+0,577
E‘;ﬁ‘tlfc‘;l 0,000£0,000 | 1,667+1,154 | 22,333+0,577 | 22,333+0,577 | 22,333+0,577

Koryondan Cikis Basaris1 %

Zebra Baligi PTBBA Uygulamasi Koryondan Cikis Basarisi (Yiizde+SS )

b
s
e

—_—
[

-

——
-
—

Siire (Saat)

Sekil 4.2. Zebra baliklarinda ptbaa Icso degerlerinin belirlenmesi sirasinda koryondan

¢ikis basarisi (yiizde+ standat sapma).

4.2. Zebra Baliklarinda Ptbba Gelisim Bozuklugu Sonuglari

4.2.1. Zebra bahg ptbba uygulamasi 6liim orani

120 saatlik PTBBA uygulamasmin zebra baliklarmma uygulandiinda ortaya ¢ikan

6lim oranlar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak

gosterilmistir. Sadece 0,890 mg/l PTBBA dozu kontrol grubundan istatistiksel olarak

anlaml fark olusturmustur (p>0,05).
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Tablo 4.3. Zebra baligi embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda

gbzlenen 6liim oranlari tablosu.?

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
1,333+1,527 |2,000£1,000 |[2,000+1,000 |2,000+1,000 |2,000+1,000
0,890 mg/I * * * * *
0,356 mg/I 0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577
0,178 mg/l 0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577
Coziicii
Kontrol 0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577
Kontrol 0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577 |0,667+0,577
ZB PTBBA Mortalite (Orttss)
3,500 N
3,000 0,89 mg/L
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000
20,500 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
—=— (0,890 mg/L =—8=0,356mg/L 0,178 mg/L Coziici Kontrol === Kontrol

Sekil 4.3. Zebra baligi embriyo ve larvalarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gbzlenen Oliim oranlar1 sekli. (sonuglar ortalama + standart sapma olarak
verilmistir).

2 Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Istatiksel olarak anlaml1 fark (p>0,05)
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ZB PTBBA Mortalite Yuzdesi (% Ortzss)
7,00%

5,00%

4,00%

—e—
—
—
—
——%

3,00%
2,00%
1,00%

0,00%

24 Saat 418 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat

—8—(,890mg/L —®—0,356mg/L 0,178 mg/L Coziicii Kontrol =—#= Kontrol

Sekil 4.4. Zebra baligt embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gbzlenen Oliim oranlari. (sonuglar ylizde ortalama + standart sapma olarak
verilmistir).

4.2.2. Zebra bahg: ptbba uygulamasi koryondan ¢ikma oram

Tablo 4.4. Zebra baligi embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gdzlenen koryondan ¢ikma oran1 tablosu.’

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
0,890 mg/I 0,000£0,000%* | 0,667+1,075% | 1,667+1,236%* | 3,000£1,316** | 3,667+1,236%*
0,356 mg/l 0,000£0,000%* | 0,000+0,000%* | 2,667+1,699%* | 5.000+1,414%* | 6,333+1,748%*
0,178 mg/l 0,000:£0,000°* | 0,000+0,000°* | 8,333+1,236"* | 10,333+1,52°* | 12,000+1,000°*
E‘Sﬁ‘t‘fg‘l 0,000+0,000° | 0,333+0,760°¢ | 18,333+0,760¢ | 19,000+1,000°| 19,000+1,000°
Kontrol 0,000+0,000° | 0,000+0,000¢ | 17,667+1,075¢ | 18,333+1,075¢| 18,333+1,075°

3 Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Istatiksel olarak anlamli fark, harfler Tukey

testine gore istatiksel olarak anlaml fark olusturan gruplar1 belrtmektedir. (p>0,05)
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70,00%
60,00%
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0,00%

=@==0,890 mg/L ==@==0,356 mg/L

ZB PTBBA Koryondan Cikis Orani (Yiizde+ss)

24 Saat

48 Saat

?

72 Saat

96 Saat

0,178 mg/L ==@==Cozlicl Kontrol

120 Saat

=@==Kontrol

Sekil 4.5. Zebra baligt embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gbzlenen koryondan ¢ikma orani. (sonuglar yiizde ortalama + standart sapma

olarak verilmistir).

4.2.3. Zebra bahg ptbba uygulamasi gelisim bozuklugu testi

120 saatlik zebra baliklarinda PTBBA uygulamasi testi sirasinda embriyo ve /veya

larva halindeyken olusan anomaliler kaydedilmistir. Gelisim siireci Kimmel ve

arkadaglarinin 1995 yilinda yaptigi ¢alisma referans alinmistir. (Kimmel vd., 1995)

Tablo 4.5. Zebra baligi embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gbzlenen anomali sayilarini belirten tablo.

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
0,890 Mg/l | 5,667£0,577% | 6,333+1,528% | 6,333+1,528%* | 7,00021,000% | 7,000::1,0002*
0,356 Mg/l | 3,330,577 | 3,667£0,5770 | 3,667::0,577* | 4,000£0,000%% | 4,3330,5770*
0,178 mg/l | 1,667=1,528" | 2,3330,5770% | 2,333+0,577"* | 2,6670,577" | 2,667:0,577>
ﬁ‘;ﬁ‘;f;‘l 0,000£0,000° | 0,0000,000° | 0.333£0,577¢ | 0,333£0,577¢ | 0,333£0,577¢
Kontrol 0,000£0,000° | 0,0000,000° | 0,333£0,577¢ | 0,333£0,577° | 0,333+0,577°

4 Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Istatiksel olarak anlamli fark (p>0,05) (n=20)
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ZB PTBBA Anomali Sayisi (Ortss)

9,000
8,000
7,000
6,000

5,000
4,000 —— 4{
3,000 4} {
2,000

1,000 4 1 I
0,000 = —

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat 120 5aat

—=(), 890 Mg/l =—@=0,356mg/l =—8=0,178mg/L Coziicii Kontrol  ==@=Kontrol

Sekil 4.6. Zebra baligi embriyolarinda 120 saatlik ptbba uygulama dozlarinda
gbzlenen anomali oranlari.

4.2.3.1. Kontrol grubu

Zebra balig1 embriyo ve larvalarinda kontrol grubu normal gelisim gosterdi. 72 saat
sonunda 1 deneme grubunda (toplam 3 deneme tekrar1) 1 embriyo hari¢ koryondan
cikis goriildii (n=20). Pigmentasyon, kalp atis hizi, beyin gelisimi normal olarak

gozlendi.

250 pm

Sekil 4.7. 48 saatlik zebra balig1 embriyosu kontrol grubu
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Sekil 4.8. 72 saatlik zebra balig1 larvasi kontrol grubu.

4.2.3.2. Coziicii kontrol grubu

Uygulama dozlarinda kullanilan PTBBA yiiksek dozlarinda suda ¢oziiniirliigl yiiksek
olmadigi icin biitliin uygulama dozlarinda ¢oziicii kontrol kullanilmistir. Coziicii olarak
kullanilan DMSO maddesi %1 konsantrasyonda olumsuz bir etkiye sahip olmadigi
icin kullanilmustir. (Hutchinson vd., 2006; Hoyberghs vd., 2021) Pigmentasyon, kalp

atis hizi, beyin gelisimi normal olarak gozlendi.
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Sekil 4.10. 120 saatlik zebra baligi larvasi, ¢oziicii kontrol grubu
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4.2.3.3. 0,178 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahg: deney grubu

0,178 mg/l PTBBA asit uygulamas1 yapilan zebra baligi embriyo ve larvalarinda
gelisim geriligi ve buna baglh olarak pigmentasyonda azalma, koryondan ¢ikamama
ve ylizge¢ gelismemesi gibi anomaliler goriilmiistiir. Bunun yayimda perikardiyal

O6dem, skolyoz gibi anomalilerde tespit edilmistir.

fpeees -

Sekil 4.11. 48 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok).
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Sekil 4.12. 48 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra balig1 embriyosunda gelisim
geriligine bagli pigmentasyon azalmasi.

Sekil 4.13. 72 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok), gelisim geriligi ve koryondan ¢ikmama.
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Sekil 4.14. 72 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra balig1 larvasinda skolyoz (0K)

Sekil 4.15. 96 saatlik 0,178 mg/I ptbba doz grubu zebra balig1 larvasinda sol pektoral
ylizgec gelismemesi (0ok).
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Sekil 4.16. 96 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra balig1 embriyosunda gelisim
geriligi ve koryondan ¢ikmama.

T 250 um
e

Sekil 4.17. 120 saatlik 0,178 mg/l ptbba doz grubu zebra balig1 larvasinda skolyoz
(ok).
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4.2.3.4. 0,356 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahigi deney grubu

0,356 mg/l 5 giinlik PTBBA doz uygulamas: sonunda ortaya ¢ikan teratojenik
anomaliler diger gruplara gore daha fazla belirgin oldugu gorilmistiir.
Rombensefalonan itibaren kafa gelisimi olmadigi, anoftalmi (gbz gelisimi olmamast)
gibi kranofasiyal anomaliler goriilmiistiir. Bunun yaninda perikaldiyal 6demler ve

skolyoz gibi omurga anomalileri tespit edilmistir. Gelisim geriligine bagli koryondan

¢ikmama ve pigment azalmasi izlenmistir.

Sekil 4.18. 48 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
kranofasiyal ve omurga gelisim anomalisi (0k), ok ucunda perikardial
O0demle birlikte azalmis olarak kalp atis1 gézlenlenmistir.
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250 ym

Wy

Sekil 4.19. 48 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok)

T 12
>
x

250 ym

Sekil 4.20. 48 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda pigment
eksikligi, gelisim geriligi (ok).
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Sekil 4.21. 48 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda gelisim
geriligine baglh pigment eksikligi.

Sekil 4.22. 72 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok) ve gelisim geriligi
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Sekil 4.23. 72 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
kranofasiyal anomali (0k).

Sekil 4.24. 72 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda sag gz
anoftalmisi (goziin olusmamasi) (Ok )
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Sekil 4.25. 72 saatlik 0,356 mg/I ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda sag g6z
anoftalmisi (goziin olusmamasi) (yildiz), perikardiyal 6dem (siyah ok) ve
hemoralji (beyaz ok)

Sekil 4.26. 120 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok) , gelisim geriligi ve koryondan ¢ikmama.
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Sekil 4.27. 120 saatlik 0,356 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok) , gelisim geriligi ve koryondan ¢ikmama.

4.2.3.5. 0,890 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahg deney grubu
0,890 mg/l PTBBA doz grubunda anomali orani diger gruplara daha fazladir, ancak
anomalilerin siddeti 0,356 mg/l kadar fazla degildir. Embriyolarda ve larvalarda

perikardiyal 6dem ve geligim geriligi gozlenlenmistir.
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Sekil 4.28. 48 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok).

Sekil 4.29. 72 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok).
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Sekil 4.30. 72 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok).

Sekil 4.31. 96 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok) ve gelisim geriligi.
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Sekil 4.32. 96 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok), gelisim geriligi.

Sekil 4.33. 120 saatlik 0,890 mg/l ptbba doz grubu zebra baligi embriyosunda
perikardiyal 6dem (ok), gelisim geriligi.
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4.3. Zebra Bahiklarinda Ptbba Sinir Sistemi Uzerine Etkileri
4.3.1. Histopatolojik deneyler

4.3.1.1. Hematoksilen & eosin boyamasi

Kontrol grubu

Zebra baliklarinda sinir sistemi gelisimi normal olarak gézlendi. Koku sogancigi, optik
tektum, diensefelon, retina, mesensefalon ve tektal ventrikiil gelisimi normal olarak

gbzlendi.

10um

F—

Sekil 4.34. 24 saatlik zebra balig1 kontrol grubu, vk: vitelliis kesesi, ks: koku sogancigt
epiteli, t: opik tektum, tv: tektal ventrikiil, d: diensefelon, m: mesensefalon.
(40x h&e boyama)
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Sekil 4.35. 24 saatlik zebra baligi kontrol grubu, tv: tektal ventrikiil, c: serebellum, 4v:
4.ventrikiil, mo:medulla oblangata ve rombomerler. (40x h&e boyama)

Coziicii kontrol zebra balhig1 deney grubu

Sekil 4.36. 24 saatlik zebra baligi ¢oziicii kontrol grubu, g: goz, tv: tektal ventrikiil, cr:

cerebellum, ot: optik tektum, 4v: 4.ventrikiil, y: ylizme kesesi t:tegmentum
(40x h&e boyama)
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50 um

Sekil 4.37. 24 saatlik zebra balig1 ¢oziicii kontrol grubu, ks: koku sogancigi ot: optik
tektum, (40x h&e boyama)

Sekil 4.38. 48 saatlik zebra balig1 ¢6ziicii kontrol grubu, g: goz, tv: tektal ventrikiil, cr:
cerebellum, ot: optik tektum, 4v: 4.ventrikiil, ov: otik vesikiil t:tegmentum
mo:medulla oblangata (40x h&e boyama)

46



0,178 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahgi deney grubu

Sekil 4.39. 0,178 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi alt lobda
hemoralji (40x h&e boyama)

Sekil 4.40. 0,178 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 7 giinliik zebra baligi larvast alt lobda
ndronal atrofi (40x h&e boyama)

47



Sekil 4.41. 0,178 mg/I ptbba’ya maruz birakilan 7 giinliik zebra balig1 larvasi isareti
alt lobda néronal ndronal dejenerasyon, (0K) (40x h&e boyama).

0,356 mg/l doz grubu ptbba doz uygulanan zebra bahg: deney grubu
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Sekil 4.42. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi halka
ici alt lobda ndronal atrofi (40x h&e boyama).
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Sekil 4.43. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi,
telesefanlonda kanama (ok), vakuolizasyon (yildiz) (40x h&e boyama) .

Sekil 4.44. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi, alt
lobda noronal atrofi (halka i¢i), vakuolizasyon (yildiz), piknotik hiicre
gortiniimlerinde artig (40x h&e boyama).
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Sekil 4.45. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 48 saatlik zebra baligi larvasi yildiz
isareti telesefanonda kanama (yildiz) (40x h&e boyama).

Sekil 4.46. 0,356 mg/| ptbba’ya maruz birakilan 3 giinliik zebra balig1 larvasi halka i¢i
alt lobda noronal atrofi (40x h&e boyama)
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Sekil 4.47. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 3 giinliik zebra baligi larvas1 halka i¢i
alt lobda noronal atrofi (40x h&e boyama)

e

Sekil 4.48. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra balig1 larvasi alt lobda
noronal noronal dejenerasyon, genisleyen hiicre govdesi (ok) (40x h&e
boyama).
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Sekil 4.49. 0,356 mg/I ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra balig1 larvasi alt lobda
noronal noronal dejenerasyon, genisleyen hiicre govdesi(ok) (40X h&e
boyama).

Sekil 4.50. 0,356 mg/| ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra balig1 larvasi halka i¢i
cerebellumda noronal atrofi (40x h&e boyama).
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Sekil 4.51. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 4 giinlik zebra baligi larvasi
cerebellumda noronal dejenerasyon (ok) (40x h&e boyama).

Sekil 4.52. 0,356 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra balig1 larvasi 6n lobda
piknotik ¢ekirdek (ok) (40x h&e boyama).

0,890 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahig deney grubu
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Sekil 4.53. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi
telensefalonda néronal atrofi, (40x h&e boyama).

,,

Sekil 4.54. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra balig1 larvasi halka
ici telensefalonda noéronal atrofi, (40x h&e boyama)
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Sekil 4.55. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra balig1 larvasi (y1ldiz)
noronal atrofi (40x h&e boyama)

o

Sekil 4.56. 0,890 mg/| ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliikk zebra balig1 larvasi yildiz
noronal atrofi (40x h&e boyama).

55



-

——

Sekil 4.57. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 5 giinliik zebra baligi larvas1 halka i¢i
alt lobda noronal atrofi, (40x h&e boyama).

Sekil 4.58. 0,890 mg/| ptbba’ya maruz birakilan 5 giinliik zebra balig1 larvasi halka i¢i
telensefalonda noronal atrofi, (40x h&e boyama)
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Sekil 4.59 .0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 6 giinliik zebra baligi larvas1 halka i¢i
telensefalonda néronal atrofi, (40x h&e boyama).

Sekil 4.60. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 7 giinliik zebra baligi larvasi
telensefalonda noronal dejenerasyon (ok), néronal atrofi (yildiz) (40x h&e
boyama).
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Sekil 4.61. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 7 giinlik zebra baligi larvasi
telensefalonda noronal atrofi (halka igi), (40x h&e boyama).

g1 larvasi

Sekil 4.62. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra bali

telensefalonda noronal dejenerasyon (ok), (40x h&e boyama).
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Sekil 4.63. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra baligi larvasi
telensefalonda noronal dejenerasyon (ok) (40x h&e boyama).

4.3.1.2. Toludine mavisi boyamasi

Kontrol grubu zebra baligi deney grubu

5 'u m

Sekil 4.64. 24 saatlik zebra balig1 embriyo, kontrol grubu (40x toludin mavisi boyama)
ot: optik tektum, t: tegmentum, cr:serebellum, mo: medulla oblangata.
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Sekil 4.65. 48 saatlik zebra baligi embriyo, kontrol grubu (40x toludin mavisi boyama)
4v: 4. ventrikiil, c:serebellum, mo: medulla oblangata.

Coziicii kontrol grubu zebra bahgi deney grubu

Sekil 4.66. 24 saatlik zebra balig1 ¢oziicii kontrol grubu (40x toludin mavisi boyama)
4v: 4. ventrikiil, cr:serebellum, mo: medulla oblangata, 6b: 6n beyin, ot:
optik tektum, t: tegmentum.
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Sekil 4.67. 72 saatlik zebra balig1 ¢o6ziicii kontrol grubu (40x toludin mavisi boyama)
cr:serebellum, mo: medulla oblangata, ot: optik tektum, t: tegmentum,
ov:otik vesikiil.

0,178 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahg deney grubu
. -

Sekil 4.68. 0,178 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 24 saatlik zebra baligi larvasi , alt
lobda piknotik ¢ekirdek (ok) (40x toludin mavisi boyama).
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Sekil 4.69. 0,178 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 4 giinliik zebra baligi larvasi ok
isaretleri alt lobda piknotik ¢ekirdek (ok), ndronal dejenerasyon (yildiz)
(40x toludin mavisi boyama).

0,356 mg/l ptbba doz uygulanan zebra balig deney grubu

-

| —| g s . .

Sekil 4.70. 0,356 mg/| ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra balig1 larvasi halka i¢i
alt lobda noronal atrofi (40x toludin mavisi boyama).
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0,890 mg/l ptbba doz uygulanan zebra bahgi deney grubu

Sekil 4.71. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra baligi larvasi
telensefalonda noronal dejenerasyon (ok) (40x toludin mavisi boyama).

Sekil 4.72. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra baligi larvasi
telensefalonda noronal dejenerasyon (ok), alt lobda noronal atrofi (halka ici)
(40x toludin mavisi boyama).
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Sekil 4.73. 0,890 mg/l ptbba’ya maruz birakilan 8 giinliik zebra balig1 telensefalonda
piknotik ¢ekirdek (0k) (40x toludin mavisi boyama).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde artan plastik kullanimi1 ve polimerlerin hayatimizin bir¢ok noktasinda yer
etmesi, PVC kullanilmasi nedeniyle dogada PTBBA miktar1 siirekli artmaktadir.
Dogrudan PTBBA PVC gibi plastik ve polimerlerden degil Lysmeral gibi deterjan ve
kozmetik sektoriindeki kimyasal maddeleri viicutta metabolize olmasi ile PTBBA
maruziyeti olusmaktadir. Bunun yaninda BMHCA, 4-tert biitil benzoat, tert-biitil
toliien ve siklamen aldehit gibi diger kimyasallarin ve Parsol (avobenzone) benzeri
giines kremi gibi kozmetik iriinlerin metabolizasyonu sonucu PTBBA maruziyet
olugsmaktadir (Walde vd., 1983; Roscher vd., 1994; Laue vd., 2017; Scherer vd., 2017).
Ayrica avobenzone’nin (1-4-(Tert-butyl phenyl)-3-(4-methoxyphenyl) propane-1,3-
Dione) fotodekompozisyonu sonucunda da PTBBA olusabilmektedir (Gholap vd.,
2023). Almanya’da 40 goniilliniin katildig1 bir ¢alismada giinde yaklagik 346 pg
PTBBA maruziyeti idrardan hesaplanmistir (Scherer vd., 2017). Her ne kadar PTBBA
kullanim1 Avrupa Birligi’nde yasaklanmis olsa bile, ithalat yoluyla iiretiminin ucuz
olmasi ve alternatif maliyetlerinin ¢ok pahali olmasi nedeniyle Cin kaynakli tiriinlerde
kullanim1 devam etmektedir. Dogrudan maruziyet tehlikeli olmakla birlikte ve diger
kimyasal maddelerin metabolitleri yoluyla daha da fazla maruz kalinmaktadir. PTBBA
maruz kalma tireme toksisitesi, 6zellikle insanlarda erkek iireme sisteminde sperm
sayis1 ve kalitesinde diisiikliik, kadinlarda yumurta rezervinde ve kalitesinde azalma
dolayisiyla infertilite problemleri, karaciger hepatosite toksisitesi, yaglanma,
glukogenez ve lipid metabolizmasinda azalma, Asetil CoA baglanarak, enerji
metabolizmasinda azalmaya, bu ¢aligsmada gosterildigi gibi sinir siteminde ndrotoksik
etkiler ve gelisim bozucu teratolojik etkilere neden olmaktadir. Sularda, ¢6p suyunda
ve sanayi atik sularinda yiiksek oranda PTBBA bulunmaya baslamis olmasi tehlikeyi
daha da arttirmaktadir. PTBBA kullanim1 Avrupa ve metabolitleri yoluyla PTBBA
olusturan diger kimyasallarin denetimim artirilmas1 gerekmektedir. Ornegin PTBBA
metaboliti olusturan Lysmeral Mart 2022 yilinda AB’de infertiliteye neden oldugu i¢in

yasaklanmuigtir.



Yapilan calismada PTBBA’nin zebra baliklarinda yapilan bir ¢alisma olmadigi igin,
120 saatlik PTBBA’in LCso dozu 1,775 mg/l olarak bulunmustur. Sadece Bridie ve
arkadaslarinin 1979 yilinda japon baliklarinda pH 5,0 ve 7,0 degerlerinde 24 ve 48
saatlik LCso degerini, pH 5 igin 4 mg/l, pH 7 i¢in 33 mg/l bulmustur. (Bridié vd., 1979).
Bizim g¢alismamizda, pH 8,12 civarindaki akvaryum suyunda yapildigi ve donem

sartlar1 g6z Oniine aldiginda LCso degerleri uyumlu sayilabilir.

PTBBA’nin zebra balig1 iizerindeki teratolojik etkileri ise gelisim geriligi, omurga
bozukluklari, perikardiyal 6dem, kranofasiyal anomaliler ve yiizge¢ gelismemesi
bulunmaktadir. Anomali sayisi doza bagli olarak artmaktadir. Ancak 0,356 mg/I
dozunda gortinen anomaliler 0,89 mg/l dozunda goriilen anomalilerden daha ciddidir.
0,89 mg/l dozu LCso degerlerine daha yakin oldugu igin ciddi teratolojik anomalilerin

mortaliteye ugramis olabilir.

Scherer ve arkadaglarinin 2017 yilinda koku maddesi Isymeral’le insanlar iizerinde
denemistir. 5,26 mg Isymeral i¢irilen 5 kisinin 48 saat boyunca idrarlar1 toplanmis ve
yapilan analizlerde lysmeral metabolitlerinden, lysmerol, lysmerilik asit ve PTBBA
tespit edilmistir. PTBBA hizli metabolize edildiginde idrarda 2-5 saat sonrasinda
maksimuma ulasmis olusan metabolitlerin %14,3 PTBBA (230 pg/giin) olmustur.
Ayrica yapilan 40 kisiye c¢ikan genisletilmis denemelerde normalden daha dazla
PTBBA idrarda tespit edilmistir (346 pg/giin). Bunun sebebinin dis kaynakli PTBBA

olabilecegi belirtilmistir.

Hareng ve arkadaslarinin 2022 yilinda 3-(4-tert-butylphenyl)-2-methylpro-panal (p-
tert-butyl-alpha-methylhydro-cinnamic aldehyde (BMHCA) adli  koku maddesinin
ratlarda spermotoksisite mekanizmasini anlamak igin bir ¢alisma yapmistir (Hareng
vd., 2022). BMHCA nin temel metaboliti olan PTBBA’nin, si¢an hepatositleri in vitro
olarak maruz kaldiginda, koenzim A'ya (CoA) bagimli metabolik yollar
(glukoneogenez ve lipogenez gibi) etkileyerek CoA ve asetil-CoA diizeylerinde
diistise neden oldugu daha o6nce bilinmektedir (McCune vd., 1982). Ayrica, p-
BMHCA ve PTBBA’nin hepatositler ile inkiibasyonda, PTBBA-CoA'ya hizli bir
doniisiim sivi kromatografiye baglh yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometrisi (LC-
HRMS) ile gozlendi (Laue vd., 2017). in vitro sigan hepatositlerinde stabil TBBA-
CoA seviyelerinde kalic1 bir birikim tespit edildi. Bu birikim, erkek sican iireme
toksisitesi ile iyi bir korelasyon gostermistir (Laue vd., 2020). Hareng ve

arkadaglarinin bu ¢aligmasi sonucunda p-TBBA-CoA konjugatlarinin olusumu, lipit
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sentezinin bozulmasi ve testis toksisitesi arasindaki giiclii bir korelasyon, ve enerji
tiretimine ve redoks sistemine katkida bulunan CoA'ya bagimli baska yollarin olumsuz
etkilendigi bulunmustur. Benzoik asit metabolitlerinin ve CoA konjugasyonunun
olusumu, CoA tiikkenmesinin belirli bir esiginin veya bu konjugatlarin
konsantrasyonlarinin  hiicrenin metabolik ve lipid profillerini etkiledigi bir
biyokimyasal etki modu olarak goriilebilir. Bu birikim sonugta, bozulmus karaciger
islevselligi ve bozulmus spermatogenez gibi organ veya dokuya 6zgii olumsuz etkilere
yol agar (Hareng vd., 2022). Tez ¢alismasi sonuncunda tespit edilen 6zellikle gelisim
geriligi gibi baz teratolojik gelisim bozukluklari goriilmiistir. Enerji ve lipid
metabolizmasinda meydana gelen bu zararli etkileri PTBBA’nin artan dozlarda
olusturdugu etkileri aciklayabilir. Ozellikle lipid agisindan zengin sinir sistemi

dokusunda, gelisim evresinde ¢ok sayida pinostaik hiicre goriilmesini agiklayabilir.

Koktiirk ve ark. 2021 yaptig1 ¢alismada n-butanol’lin zebra balig1 gelisimdeki etkisi
aragtirtlmistir.  Embriyo ve larvalarda skolyoz, lordoz, bas gelisiminde anormallik,
yumurta kesesinde 6dem olusumu, kuyrukta anormallik, kardiyak odem gibi
teratolojik bulgular goézlenmistir. Doz artisina bagli olarak yliksek dozda beyin
dokusunda vakuol olusumu, karaciger ise nekroz olusumu gibi histopatolojik etkiler
tespit edilmistir (Koktiirk vd., 2021). Bu ¢alismada sinir sistemi {izerinde n-butanol
benzer etki gostermistir. Ancak Koktiirk ve ark. 50-1000 mg/l arasinda ¢ok yiiksek
dozda n-butanol kullanarak zebra balig1 embriyo larvalarinda sonuglara ulagsmislardir.
n-butanol, etil alkole benzer 6zellik gosteren dolayisiyla toksik 6zellikleri daha az olan
organik maddedir. PTBBA ise 96 saatlik LCso degeri 1,772 mg/l olan, 0,178 mg/I

dozunda bile teratolojik ve norotoksik etkiler gosterebilen bir toksik maddedir.

Li ve arkadaslarmin 2020 yaptiklar1 ¢alismada (Li vd., 2020) kadmiyum ve
tribiitiltin’in (TBT) zebra baliginda ii¢ kusak boyunca meydana getirdigi toksikolojik
etkilerini incelemislerdir. Bu iki maddenin tek basina birlikte maruziyeti sonucunda
F1 ve F2 nesillerinde gelisimsel norotoksisiteyi indiikledigi, embriyolarin kalp
hizlariin, larvalarda ise viicut uzunluklarmin azaldigi belirtilmistir. Zebra baligi
beyninde hipokampal néronlarin gelisimini tesvik eden dopamin ile nérodavranigsal
tepkilerde rol oynayan serotonin seviyelerinin yeni nesillerde belirgin bigimde azaldig1
agiklanmistir. Bu c¢alismada ulasilan sonuc¢lar, TPBBA’in TBT’nin hidrokarbon
halkalar ile lipofilik 6zellik gdstermesi, dogada kalic1 olmasi, yag metabolizmasi

tizerinde olumsuz etkiler gostermesi agisinda benzer kimyasallardir. Norotoksik
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acidan gosterdigi olumsuz 6zellikler de benzemektedir. Li ve arkadaglarinin yaptigi 3
nesil boyunca maruziyet sonuglari, TPBBA’din de gelecek nesillerde tehlikeli

olabilecegine dair deliller icermektedir.

Yi-Pei Chen ve arkadaslarinin 2014 yilinda genetik olarak modifiye edilmis mayalarla
calismalar1 sirasinda, sirtuin grubu genlerinin inhibe edici maddeleri etkinliklerini
teorik olarak hesaplamiglardir(Chen vd., 2014). Sirtuinler NAD+ bagimli deasetilaz
olarak adlandirilan metabolik regiile edici sinyal proteinleridir. Ozellikle yaslanma,
transkripsiyon, apoptoz, inflamasyon ve enerji metabolizmasi fonksiyonlarini
diizenler. Son derece korunmus insanlarda da bulunan, iyi tanimlanmis 7 adet (SIRT1-
7) genden olusur. PTBBA, SIRTI aktivitesini zayif ama segici olarak inhibe
edebildigini Yi-Pei Chen caligmasinda gosterilmistir. SIRT1 geni insanlarda insulin
sensitivitesi olusumunda sorumlu olabilecegi belirtilmektedir (Nemoto vd., 2005).
Dolayistyla PTBBA birden fazla sistemde enerji metabolizmasinda olumsuz etkilere
yol agabilme ihtimali vardir. Ayrica Wilson ve arkadaslarmin (B. J. Wilson vd., 2010)
fare hepatositleri iizerinde yaptig1 ¢calismada SIRT1 geni ile dstrojen reseptdrii o’nin
(ERR o) ekspresyonu arasinda dogrudan iliski oldugunu ve SIRTI1 geninin
ekspresyonunun azalmasi durumunda ERR o azaldigini bildirmislerdir. ERR a ise
ozellikle iireme sistemini diizenleyen temel reseptorlerden biri olmasi disinda
mitokondriyal biyogenez, glukogenez, oksidatif fosforilasyon ve yag asidi
metabolizmas1 ile dogrudan ilgilidir. PTBBA enerji metabolizmas:1 ilgili farkl

nedenlerle sorunlara neden olabilir.

Natsch ve arkadaslarinin 2021 yilinda siklamen aldehitle ratlarde erkek iireme
toksisitesi konunda yaptig1 ¢caligmada, siklamen aldehitin ana metaboliti olan PTBBA
ratlarda erkek ireme toksisitesine, hepatotoksik olabilecegini, CoA vasitasiyla enerji
metabolizmasini bozarak iireme toksisitesine yol acabilecegini ancak farkl: tiirlerle
yapilan denemede farkli toksisite dozlarinin olusabilecegini, 6rnegin tavsanlarda zarar

verme diizeyinin azaldigini belirtmislerdir (Natsch vd., 2021).

Stewart ve arkadaglarinin 2023 yilinda yaptig1 calismada 17a-etinilestradiol iin (EE2)
zebra balig1 embriyo ve larvalarinda g¢evresel dozlarda (1 uM) kemik ve kikirdak
gelisimini bozarak kranofasiyal anomalilere neden oldugu belirtilmektedir. PTBBA
ve EE> EBB oldugu ve benzer mekanizmalarla, benzer sekilde kranofasiyal anomaliler
gibi zararl etkileri gosterdigi icin PTBBA c¢evresel konsantrasyonlarda da etki

gosterebilir. (Stewart vd., 2023).
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PTBBA’nin zebra baligina ve sinir sitemine olan etkilerinin yiiksek olmasi, madeninin
Avrupa Birligi’nde yasaklanmig olmasina ragmen, diinyanin bircok bolgesinde
kullanilmaya devam edilmesi, giindelik kullanilan tiriinlerde bulunmasi nedeniyle
olusturdugu riskler artmaktadir. Su, atik suyu ve kanalizasyon atiklar1 PTBBA tespit
edilmesi, bu risklerin daha da arttiginin belirtileridir. BMHCA, 4-tert biitil benzoat,
tert-biitil toliien ve siklamen aldehit gibi diger kimyasallarin da metabolizasyonu
sonucu viicutta PTBBA olusmasi, maddenin olusturabilecegi zararlar1 daha da
arttirmaktadir. Sadece sinir sistemi, teratolojik etkileri disinda literatiirde ¢ok
rastlanan, erkek lireme sistemine verebilecegi hasarlardan dolayr PTBBA kullanimin
diizenlemesi, plastik katki maddesi olarak kullanimin durdurulmasi ve daha zararsiz

uygun alternatiflerinin kullanilmaya baslamasi1 gerekmektir.
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