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OZET

Anahtar Kelimeler: LAS, zebra baligi, toksikoloji, embriyo, gonad

Son yillarda diinyada deterjan kullanim1 hizli bir sekilde yayilmis ve artmistir. Niifusun
hizlica ¢ogalmasina bagli olarak deterjan kullaniminin artmasi ve su ortamindaki
konsantrasyonunun oranin yiikselmesi ekosistemde canli yasamini tehdit etmektedir.
Bu calisma kapsaminda deterjanlarda anyonik yiizey aktif madde (siirfaktan) olarak
kullanilan lineer alkil benzene siilfonik asit (LAS)’in zebra baligi embriyolarinda
olusturdugu toksik etkiler histolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak tespit
edilmistir.

Yiiksek rejenerasyon ve lireme kapasitesine sahip olan zebra baligi, gelisim biyolojisi
calismalarinda sik¢a kullanilan omurgali modelidir. Bu ¢alisma kapsaminda cesitli
dozlarda LAS’in (0,25 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L), zebra baligi embiyolarina
uygulandiktan sonra gelisime olan etkileri invert mikroskop ile tespit edilmistir.
LAS’mn embriyolarda hiicre oliimii lizerine etkileri TUNEL teknigi ve Akridin
turuncusu boyamasi ile gozlenmistir. 60 giin boyunca embriyolardan ornekler alinmis
ve histolojik yontemler kullanilarak LAS’in zebra baligi gonad gelisimine etkisi
arastirilmistir. Zebra baliginda primordiyal germ hiicrelerinin konumlari, go¢ yolu ve
gonad taslaklarinin yapis1 PAS, Alkalin Fosfataz, Toluidine mavisi ve Best Carmin
boyama yontemleri uygulanarak yapilarak incelenmistir. Buna ek olarak, LAS’in
embriyolarda oksidatif stress parametreleri {izerine olan etkileri MDA, GSH, AChE,
CAT ve total protein 6l¢iimleri yapilarak izlenmistir. LAS uygulamasinin zebra balig
embriyolarinda apoptoza ve gelisim anomalilerine sebep oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, primordiyal germ hiicrelerinin go¢ yolundan ayrilmalarina neden oldugu,
gonad gelisimini geciktirdigi ve gonad yapisinda histopatolojik degisimlere sebep
oldugu goriilmiistiir.
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INVESTIGATION TOXICOLOGICAL EFFECTS OF LINEAR ALKYL
BENZEN SULFONIC ACID FROM THE EMBRYONIC STEM CELL
STAGE TO THE DEVELOPMENT OF GONADS IN ZEBRAFISH

SUMMARY

Keywords: LAS, zebrafish, toxicology, embryo, gonad

In recent years the use of detergents in the world has become widespread and growing
rapidly. Rapid increase of population and use of detergent threatens the life of
organisms in the ecosystem. In this study, toxic effects of linear alkyl benzene
sulphonic acid (LAS), which is used as anionic surfactant in detergents, on zebrafish
embryos were determined by using histological and biochemical methods.

Zebrafish, which has high regeneration and reproductive capacity, is a vertebrate
model frequently used in developmental biology studies. In this study, probable toxic
effects of various doses of LAS (0.25 mg/L, 0.5 mg/L and 1 mg/L) was investigated
by invert microscopy in a developmental manner. The effects of LAS on cell death in
zebrafish embryos were observed with TUNEL analysis and acridine orange staining.
Samples were taken from embryos and larvae for 60 days and histological methods
were used to investigate the effects of LAS on gonadal development. The locations
and migration pathway of primordial germ cells and structure of the gonads in the
zebrafish were examined by PAS, Alkaline Phosphatase, Toluidine blue and Best
Carmin staining. In addition, the effects of LAS on embryonic oxidative stress
parameters were monitored by measuring MDA, GSH, AChE, CAT and total protein.
LAS exposure causes apoptosis and developmental anomalies in zebrafish embryos
have been found. Besides, separation of primordial germ cells from the migration
pathway, delay at gonadal development, and histopathological changes in the gonadal
structure have been observed after LAS exposure.
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BOLUM 1. GIiRiS

Zebra bal1g1, gelisim biyolojisi ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan omurgali modelinden
biridir. Embriyo eldesinin kolay olusu, bakiminin ucuz ve basit olmasi, iireme
dongiisliniin cabuk tamamlanmasi, seffaf embriyolara sahip olusu ve embriyonun tiim
gelisim asamalarinin mikroskop altinda gozlenebilir olmasi sebebiyle ¢aligmalarda

sik¢a tercih edilmektedir.

Yiizey aktif maddeler, cozeltilerin ylizey gerilimini degistirerek deterjanlara
temizleme ve kopiirme 6zelligi katan maddelerdir. Deterjan kullanimi giiniimiizde
giderek artmaktadir. Deterjanlarin ¢evreye salinimi 6zellikle sucul ekosistemi tehdit
etmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda yilizey aktif maddelerden biri olan lineer alkil
benzen siilfonat (LAS)’1n zebra balig1 embriyo ve larvalarinda yarattig: toksik etkinin

incelenmesi amaclanmustir.

Zebra balig1 embriyolarina blastula agsamasinda ¢esitli konsantrasyonlarda (0,25 mg/l,
0,5 mg/L ve 1 mg/L) LAS uygulamasi yapilmistir. Embriyolarin gelisimleri 5 giin
boyunca invert mikroskop altinda izlenmistir. LAS uygulamasinin zebra balig
embriyolarinda 6liim oranina, anomali oranina, koryondan c¢ikis siliresine ve boy
uzunluguna olan etkileri saptanmistir. 24 saatlik embriyolarda ise akridin turuncusu
boyamasi ve TUNEL analizi yapilarak LAS uygulamasinin hiicre 6liimiine olan etkisi
tespit edilmistir. LAS uygulamasinin zebra balig1 larvalarinda oksidatif stres
parametrelerine olan etkileri biyokimyasal yontemler ile arastirilmistir. Son olarak,
LAS’a maruz birakilan embriyo ve larvalardan 60 giin boyunca 6rnekler alinarak rutin
histolojik takipler yapilmis, primordiyal germ hiicrelerinin morfolojileri, gé¢ yolu ve
baliklarin gonad gelisimi yapilan PAS, Best Carmin, Toluidin mavisi ve Alkalin

Fosfataz boyama yontemleri ile tespit edilmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Deterjanlar

Deterjanlar igeriginde bir ya da birden fazla anyonik yiizey aktif madde (stirfaktan)
bulunduran toz, graniil, jel ya da s1v1 haldeki etkili temizlik iiriinleridir. Deterjanlarda
cogunlukla, beyazlatici, yumusatici, yag ¢oziicii, parlaklik verici ve antibakteriyel
kimyasallar kullanilmaktadir. Sabun ve deterjanlar yap1 olarak birbirinden farklidir.
Sabunlar, yag asitlerinin suda ¢oziinebilir sodyum ya da potasyum tuzlaridir. Yag
asitlerinin fazlaca alkalilestirilmesi sonucu olusurlar. Sabunlar, deterjanlarin daha
dogal formlaridir. Sabunlar sert sularda etkili olmamalarina ragmen deterjanlar, basta
yiizey aktif maddeler olmak iizere icerdikleri kimyasallar nedeniyle sert sularda da

etkili bir sekilde temizleyici 6zellik gosterirler.

Sabun ve deterjanlar sucul ekosistemlerde siklikla goriilen kirleticilerdendir.
Deterjanlarin 6zellikle sucul ekosistemde yarattigr kirlenme c¢ok ciddi boyutlara
ulasmistir. Deterjan aktif maddeleri, 0.5 mg/L’den yiiksek derisimlerde kopiik
olusturma 6zelligine sahiptir. Olusan kopiik tabakasi su yilizeyini kapayarak oksijen
girisine engel olmaktadir. Ayrica deterjandaki aktif maddeler, atildiklar1 sularda
ortamdaki oksijeni kullanarak biyokimyasal reaksiyonla ayrigirlar. Bu durum sucul
ekosistemde ani bir oksijen diisiisiine sebep olabilir (Minareci ve ark., 2013). Sudaki
oksijenin azalmasi sucul canlilar i¢in ciddi bir tehdit olusturmakta ve sucul ekosistemi
dogrudan etkilemektedir. Bunun yani sira, deterjan atiklar fosfat i¢erdiklerinden sucul
canlilarda toksik etkiler yarattigi gibi sucul ekosistemlerde dtrofikasyona® da sebep
olmaktadir. Sucul ekosistemlerde oksijenin azalmasi, bulanikligin artmasi ve dipteki

birikimler sonucunda canli tiirii azalmakta, su kalitesi bozulmaktadir (Egemen, 2000).

1 Otrofikasyon: Sucul ekosistemlerde azotlu ve fosforlu bilesiklerin gesitli nedenlerle artmasi sonucunda
plankton, alg ve yiiksek su bitkilerinin asir1 oranda ¢ogalmasidir.



Deterjanlarin  yiiksek organizasyonlu canlilarda (balik, fare, domuz, insan)
dermatolojik, teratojenik, biyokimyasal ve histolojik hasarlara sahip oldugu pek ¢ok
arastirmaci tarafindan kanitlanmistir (Palmer ve ark., 1975; Mathur ve ark., 1987;
Nomura ve ark., 1987; Agarwal ve ark., 1990; Ishii ve ark., 1990; Trivedi ve ark.,
2002; Rana ve Verma, 2005; Liwarska-Bizukoic ve ark., 2005; Mathur, 2005; Millar
ve ark., 2005, Varsha ve ark., 2011). Deterjanlarin farelerde ciddi yan etkilere sebep
oldugu tespit edilmistir. Deterjana maruz kalan farelerde kan parametrelerinde azalma,
i¢ organlarda histolojik hasarlar (kalpte hiicre sismesi, hiicreleraras1 alanda 6dem,
hiicrelerde atrofi?, dokuda hiyalinizasyon; bobrekte kortikal nekroz, tiibiiler atrofi;
karaciger hiicrelerinde 6dem ve nekroz; akcigerde hiicreler arasi alanda 6dem,
hiicrelerde atrofi ve nekroz®; iireme organlarinda yag hiicre birikimleri ve
dejenerasyon) gozlenmistir (Yahaya ve ark., 2011). Camasir suyu ve deterjanlari
soluyan farelerin soluk borusunda silli silindirik hiicre uzunlugunda azalma, goblet
hiicrelerinde azalma, sil kayb1 ve dokuda bozulma tespit edilmistir (Vaezi ve ark.,

2011).

Deterjanlarin gelisi giizel atilim1 ve bunlarin atik sulara karigiminin sucul canlilarda
(Rita rita, Orizias latipes, Cyprinus carpio, Clarias batrachus, Lepomis macrochirus,
Pimephales promelas, Heteropneustes fossilis, Gambusia affiris, Oncorhynchus
mykiss, Clibanarius africanus, Tympanotonus fuscatus, Pintius ticto) pek ¢ok hasara
sebep oldugu bildirilmistir (Roy, 1988; Toshima ve ark., 1992; Mittal ve Garg, 1994,
Kline ve ark., 1996; Dorn ve ark., 1997; Trivedi ve ark., 2001; Rani ve ark., 2002;
Sharma ve ark., 2004; Bakirel ve ark., 2005; Saxena ve ark., 2005; Chukwu ve
Odunzeh, 2006; Varsha ve ark., 2011). Anyonik siirfaktan olan eter karboksilik
tirevlerinin Daphnia magna, Vibrio fischeri, Selenastrum capricornutum ve
Phaeodactylum tricornutum tizerine olan toksik etkileri arastirildiginda Vibrio
fischeri nin stirfaktanlara diger canlilardan daha duyarli oldugu tespit edilmistir

(Lechuga ve ark., 2016). Anyonik siirfaktanlardan biri olan lineer alkil benzen

2 Atrofi: Normal boyuttaki organ, doku ya da hiicrenin kii¢lilmesine verilen addur.
3 Nekroz: Bir hiicre, doku ya da organin yaralanma, kanser, yanik gibi fiziksel ya da kimyasal etmenler
sonucu Olimiidiir. Patolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilmaktadir.



stilfonatin erigkin zebra baligi1 bireylerinde DNA kiriklarina sebep oldugu bildirilmistir
(Sobrino-Figueroa, 2013).

2.1.1. Yiizey aktif madde

Deterjanlar genellikle yiizey aktif maddeler, beyazlaticilar, yapisal maddeler ve diger
yardimc1 maddeler olmak iizere 4 kisimda smiflandirilirlar. Yiizey aktif maddeler,
kelimenin Ingilizce karsiligi olan “surface active agent” kelimelerinden olusan
surfactant, siirfaktan olarak da adlandirilmaktadir. Yiizey aktif maddeler, suyla
uzaklagtirllamayan maddeleri su ile temizlenebilir hale getiren ve temizleme islemini
en etkin bi¢gimde saglayan kisimlardir. Yiizey aktif madde, petrokimyasal veya dogal
kokenli hammaddeler kullanilarak iiretilir. Yiizey aktif madde, hidrofilik ve hidrofobik
kisimlardan olusur. Hidrofobik kisim, sulu ¢ozeltilerde yilizey gerilimini azaltip
temizleme ve kopiik olusturma islevini saglamaktir. Hidrofilik kisim ise suda ¢éziinme
ozelligi saglar. Diger bir deyisle, hidrofilik kisimlar1 ile suya temas ederken,
hidrofobik kisimlari ile de organik bilesiklerle temas kurarlar. Boylece emiilsiyonlar

(su ve yag gibi) tek faz haline getirirler (Batigog, 2010).
Yiizey aktif maddeler, anyonik (negatif yiiklii), noniyonik (yiiksiiz), katyonik (pozitif
yiiklii) ve amfoterik (pH’a bagli olarak hem pozitif hem negatif yiikte olabilen) olmak

lizere 4 tiptir. Ylzey aktif madde ¢esitleri i¢in 6rnekler Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Yiizey aktif madde tipleri ve bunlara ait 6rnekler

Yiizey Aktif Madde Tipi Ornek

Anyonik Lineer alkil benzen siilfonik asit (LAS), sabunlar, sodyum
dodesil siilfat, lauril siilfat, di-alkil siilfosuksinat, ligno
stilfonat

Noniyonik 4- nonilfenol polietoksilat, Triton-X, Tween 80,
polisorbatlar, lauril glikozid vs.

Katyonik Alkilbenzil dimetilamonyum kloriir, tetrametil amonyum
hidroksit, olaflur, setrimonyum kloriir, setilpridinyum
klortir

Amfoterik Lesitin, alkil betadin, aminopropiyonik asit tiirevleri vb.

Yiizey aktif maddeler igerisinde leke ve kirleri ¢ikarma potansiyeli en yiiksek olan
anyonik yiizey aktif maddedir. Katyonik ylizey aktif maddeler daha ¢ok ¢amagir

yumusaticilarinda ve ¢amasir sularinda kullanilirlar. Noniyonik yilizey aktif maddeler



kopiik olusumunu engelleyici maddelerdir. Genellikle anyonik ya da katyonik yilizey
aktif madde ile birlikte kullanilirlar. Amfoterik yiizey aktif maddeler ise biinyelerinde
hem arti hem eksi yiikleri bulundururlar. K&pilirme potansiyelleri vardir. Anyonik

yiizey aktif maddeler ile 6zellikle sampuanlarda tercih edilirler (Batigog, 2010).

2.1.1.1. Lineer alkil benzen siilfonik asit

Lineer alkil benzen siilfonik asit ya da linear alkil benzen siilfonat (LABSA, LABS,
LAS), deterjanlarin anyonik yiizey aktif maddelerinden en Onemlilerinden biridir.
Sodyum dodesil benzen siilfonat olarak da isimlendirilmektedir. LAS, tiim
stirfaktanlarin yaklasik olarak % 40’1n1 olusturmaktadir (Scott ve Jones, 2000). LAS,
suda yiiksek oranda ¢oziilebildiginden gerek sanayi, gerekse evsel temizleme {iriinleri
olan s1v1, jel veya toz deterjanlarda yiiksek yogunlukta bulunur. Kisaca LAS, sentetik
deterjan endiistrisinin ana ham maddelerinden biridir. Camasir ve bulasik makinesinde
kullanilan toz deterjanlarda, sivi sabunlarda ve jel deterjanlarda da bulunmaktadir

(Marcomini ve Giger, 1987).

LABSA 10 ila 14 karbon atomuna sahip olabilir (Sekil 2.1.). Ticari olarak kullanilan
LAS, Avrupa’da ortalama 11,6, Amerika Birlesik Devletleri’nde ise ortalama 12,3
alkil zincire sahiptir. Siilfofenil grup genellikle i¢ karbonlardan 4., 5. ya da 6. karbonun
tizerinde bulunur. Bu farkliliklar LAS nin etkilerini de degistirir. LAS nin toksisitesi
alkil zincir uzunlugunun artmasiyla ve fenil grubunun pozisyonunun dis karbonlara

yaklagmasi ile artmaktadir (Fendinger ve ark., 1994).

Q
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Sekil 2.1. 12 C’1u lineer alkil benzen siilfonik asitin kimyasal yapist




En 6nemli g¢evresel kirleticilerden biri olan LAS endiistriyel ya da evsel kullanim
sonucunda atik su yolu ile ekosisteme karismaktadir. LAS’nin sucul ekosisteme
karismasi, suyun fiziksel ve kimyasal 6zelligini degistirmektedir. Bu durum, balik
solungacglarindaki oksijen degisim oranini etkilemektedir (Akyiiz ve Roberts, 2002).
Ayrica siirfaktanlar organizma biinyesine katilarak pek ¢ok yan etkiye sebep olurlar.
LAS’nin subletal dozlardaki maruziyeti sonucu baliklarin solungag, bagirsak, yiizme

kesesi, bobrek ve gozlerinde patolojik etkiler tespit edilmistir (Sarasquete ve ark.,
1997).

Anaerobik kosullarda siirfaktanlar kismen pargalanabilme 6zelligine sahiptir (Ying,
2006). Pek ¢ok siirfaktan (6r: LAS, yag alkol etoksilatlari, alkol etoksilat, alkilfenol
etoksilat, dimetil amonyum kloriir vb.) aerobik kosullarda daha iyi parcalanabilme
ozelligine sahiptir. LAS, non-lineer alkil benzen siilfonata gére dogada daha hizl
parcalanir (degrade olur) (Gledhill, 1975; Nomura ve ark., 1998). LAS’1n yar1 6mrii
yiizey sularinda 1-2 giin, aerobik sedimentlerde 1-3 giin, denizlerde ve nehir
agizlarinda 5-10 giin (International Programme on Chemical Safety, 2015), karasal
ekosistemde ise 1-3 hafta (Jensen, 1999) kadardir. LAS’in biyodegredasyonu 2
asamadan olusur. 1. asamada orijinal molekiil yapisi bakteriyel faaliyetlerle degismeye
baslar (Terzi¢ ve ark. 1992; HrSak, 1996). Sekonder biyodegredasyon ise, karbon
dioksit, su, inorganik tuzlar ve bakterilerin normal metabolik siire¢ler sonucu
olusturdugu tirlinlerin etkisi ile LAS molekiiliiniin bagka bir molekiile doniistiiriilmesi
seklindedir (Akytliz ve Roberts, 2002). LAS’1n par¢alanmasi alkil zincirinin, siilfonat
grubunun ve en son benzen halkasinin pargalanmasi ile olusur (Hashim ve ark. 1992;
Perales ve ark. 1999). Alkil zincirinin pargalanmasi terminal metil grubunun alkol
araciligi ile oksidasyonu (m-oksidasyonu) ile baslar. Bunu aldehit ve karboksilik asit
olusumu takip eder. Reaksiyonlar alkan monooksijenaz ve iki adet dehidrogenaz
enzimi ile katalizlenir. Daha sonra karboksilik asit 3-oksidasyona ugrar ve iki karbon
fragmenti asetil KoA gibi trikarboksilik asit donglisiine girer. Son asamada LAS’daki

stilfonat grubu parcalanir (Scott ve Jones, 2000).



2.2. Zebra Bahg

2.2.1. Zebra bahga ile ilgili genel bilgiler

Zebra baligi, sazangiller familyasina ait tropikal bir balik tiiriidiir. Gelisim biyolojisi
ve toksikoloji caligsmalarinda sikca tercih edilen zebra balig1 (Danio rerio)’nin dogal
yasam alani, Himalaya’larin gliney dogusundaki, Hindistan, Pakistan, Banglades ve
Nepal’deki diistiik debili, bol oksijenli kiigiik akarsulardir (Mayden ve ark., 2007). Pek
cok iilkede akvaryumculukta da kullanilirlar.

Zebra baliginin erginleri, yaklasik 4-6 cm olup genellikle 2-3 yil kadar yasarlar. ideal
kosullarda zebra baliklar1 5 yila kadar yasayabilirler (Gerhard ve ark., 2002).
Govdelerinde 7-9 adet glimiis rengi ve mavi ¢izgiler vardir. Disiler, daha iri oluglar1 ve
karinlarinin sigkin olusuyla erkeklerden kolayca ayirt edilebilirler. Erkekler daha ince
diiz bir yapiya sahiptir. Anal ylizgegleri disilere gore daha sar1 renklidir (Sekil 2.2.).
Zebra baliklar1 oldukg¢a hareketli baliklardir. Siirii halinde yasarlar ve yumurtlayarak
cogalirlar (Avdesh ve ark., 2012).

Sekil 2.2. a) Disi zebra baligi, b) Erkek zebra baligi

Zebra baliklart su sicakligi bakimindan genis bir yelpazede yasayabilir ve sicaklik
degisimlerine dayaniklidir. 18-30 °C araliginda hayatini siirdiirebilmektedir. Zebra
baliklarmin iiremeleri oldukca kolaydir. Uremeleri igin ideal sicaklik 26-28 °C dir.
Zebra baliklarini yumurtlatmak i¢in akvaryuma disi basina 2-3 ergin erkek birey
konulur. 14 saat aydinlik - 10 saat karanlik 151k periyodu sonucunda her ergin disi 50-
200 civarinda yumurta birakir ve bu yumurtalar erkekler tarafindan dollenir (Adu ve

Thomsen, 2011; Avdesh ve ark, 2012).



2.2.2. Zebra baligimin model organizma olarak kullanim

Zebra baligi, uzun yillardan beri bilimsel g¢alismalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir. Kanser (Etchin ve ar., 2011; White ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2015),
Alzheimer (Xia, 2010; Newman ve ark., 2014; Ebrahimie ve ark., 2016), Parkinson
(Xi ve ark., 2011; Makhija ve Jagtap, 2014) gibi hastaliklarda, immiin sistem ve
rejenerasyon ¢alismalarinda (Kizil ve ark., 2012; Gemberling ve ark., 2013),
kardiyovaskiiler hastaliklarda (Major ve Poss, 2007; Bakkers, 2011), teratolojik (Lee
ve ark., 2013; Akbulut ve ark., 2017) ve ekotoksikolojik ¢alismalarda (Seok., 2008;
Bambino ve Chu, 2017) zebra balig1 erginleri ve embriyolari omurgali modeli olarak

kullanilmaktadir.

Zebra baliginin model organizma olarak kullanilmasinin ¢esitli sebepleri ve avantajlari

vardir ve bunlar agagida siralanmistir:

-Zebra baliginin tiim genom sekansinin bilinmesi

-Insan ile benzer genetik yapiya sahip olmas1 (genomu %70 oraninda insana benzer),
-Kiictik ve dayanikli olmasi,

-Uretiminin fareden daha ucuz ve kolay olmasi,

-Embriyo gelisiminin anne viicudu disinda olmasi,

-Seffaf embriyolara sahip oldugu i¢in gelisimin her asamasinin kolayca mikroskop
altinda gozlenebilmesi,

-Gelisiminin ¢ok hizli olmasi (2-3 ayda erginlige ulasmasi),

-Degisken ¢evre kosullarina dayanikli olmasidir.

2.2.3. Zebra bah@inin gelisim asamalari

Zebra balig1 gelisimi, zigot evresi, segmentasyon (yariklanma) evresi, blastula evresi,
gastrula evresi, faringula evresi, kulucka evresi ve larval evre olmak iizere 7 evreden

olusmaktadir (Kimmel ve ark., 1995).



Zebra baligit yumurtalar1 ekstrem telolesital tipte yumurtalardir. Ddllenme
(fertilizasyon) aninda yumurta yaklagik olarak 0,7 mm c¢apindadir. Dollenme
asamasinda koryon siserek yumurtanin etrafini kaplar. Dollenme ile birlikte
sitoplazmik hareket aktive edilir. Sitoplazma animal kutba dogru akmaya baslar ve
blastodiski vejetal kutuptan ayirir. Déllenme gergeklestikten sonra ilk boliinme 40-45.
dakikada meydana gelir. Ddllenme baslangicindan ilk boliinme gerceklesinceye kadar

olan evre ise zigot evresi olarak adlandirilir (Sekil 2.3.) (Kimmel ve ark., 1995).

Sekil 2.3. Zebra balig1 gelisiminde zigot evresi.

[k béliinme animal-vejetal kutup ekseninde yani dikey diizlemde meydana gelir. ilk
boliinmenin gergeklesmesiyle segmentasyon evresi baglar. Boliinmeler meroblastik
tiptedir ve olusan hiicreler “blastomer” olarak adlandirilirlar. Blastomerler sitoplazmik
kopriilerle birbirlerine bagli durumdadir. Segmentasyon asamasinda blastomerler 15

dakika araliklarla boliinmelerine devam ederler (Sekil 2.4.) (Kimmel ve ark., 1995).

Sekil 2.4. Zebra balig1 gelisiminde segmentasyon evresi. a) 2 hiicreli evre, b) (0,75. saat) b) 4 hiicreli evre (1. saat),
¢) 8 hiicreli evre (1,25. saat), d)16 hiicreli evre (1,5 saat) e) 32 hiicreli evre (1,75. saat), d) 64 hiicreli evre
(2. saat).
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Blastomerlerin art arda boliinmesi sonucunda embriyo 128 hiicreli agamaya ulasir. Bu
evrede blastodisk bir kiireye benzer ve bu evredeki embriyo “morula” adini alir.
Gelisimin bu evresi ise blastula asamasi olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada,
midblastula gegisi (MBT), vitelliis sinsityal tabakasinin (YSL) olusumu ve epibolinin
baslamasi gibi 6nemli olaylar meydana gelir (Sekil 2.5.) (Kimmel ve ark., 1995).

Sekil 2.5. Zebra baligi gelisiminde blastula evresi. a) 128 hiicreli evre (2,25. saat), b) 256 hiicreli evre (2,5. saat),
¢) 512 hiicreli evre (2,75.saat), d) tiimsek ve ¢evreleme evresi arasi (3,5. saat), €) kubbe evresi (4,3. saat),
1)%30 epiboli evresi (4,7. saat).

Epiboli, gastrulasyon boyunca devam eder. Bu evrede, epiboli ile birlikte
involiisyondaki morfogenetik hiicre hareketleri ile beraber primer germ tabakalar1 ve
embriyonik eksen olusur. Involiisyonun baslamasi, gastrulasyonun baslangici olarak
kabul edilir. Ayn1 zamanda bu evre, %50 epiboli evresi olarak da adlandirilir.
Epibolinin sonunda vitelliis tamamen blastodisk ile ¢evrelenir ve germ halkasi olusur.
Gastrulasyon evresinin sonunda baligin bas bolgesi belirginlesmeye ve kuyruk

tomurcugu olugmaya baglar (Sekil 2.6.) (Kimmel ve ark., 1995).
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Sekil 2.6. Zebra baligi embriyosunda gastrulasyon evresi a) Germ halka olusumu b)%50 epiboli (5,25. saat), c)
Kalkan evresinin animal kutuptan goriiniimii (6. saat), d) %90 epiboli (9. saat), €) Germ halka evresinin
animal kutuptan goriiniimii, f) Tomurcuk evresi (10. Saat)

Gastrulasyon evresinden sonra somit olusumu gdzlenir. Primer organlar goriilmeye
baglar. Kuyruk tomurcugu daha da belirginlesir ve embriyo uzamaya baslar. Viicut

hareketleri goriiniir hale gelir (Sekil 2.7.) (Kimmel ve ark., 1995).
.
f

|

Sekil 2.7. Zebra baligi geligimi, somit olusumu. a) 2 somitli evre (10,7. saat), b) 8 somitli evre (13. saat), c) 10
somitli evre (14. saat), d) 18 somitli evre (18. saat), e) 22 somitli evre (20. saat), ) 1 giinliik embriyo (24.
Saat)

.“ lu‘

Zebra balig1 gelisiminde, 24 ile 48. saatler arasindaki evre faringula evresi olarak
adlandirilmaktadir. Bu evrede pigment hiicreleri farklilasmaya ve dolagim sistemi
sekillenmeye baslar. Kan dolasimi ve kalp atis1 gozlenebilir hale gelir (Kimmel ve ark.,

1995).
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Gelisimin 48. saatinden itibaren kulugka evresi baslar. Embriyo gelismeye bu evrede
devam eder ve vitelliis kesesi kii¢iilmeye baglar. Embriyo bir dnceki giine oranla daha
aktif bir sekilde hareket eder (Kog, 2008). Larval evre gelisimin 3. giinlinden itibaren
baslar. Zebra balig1 embriyolar1 koryonlarindan ¢ikmaya ve su igerisinde serbest bir
sekilde yiizmeye baslar. Bu evredeki zebra baliklar1 prelarva olarak isimlendirilir.
Zebra balig, gelisimin 7. giiniine kadar agzi acgilmadigi i¢in disaridan verilen
besinlerle beslenemez. Besin ihtiyacini kendi biinyesindeki vitelliis maddesinden

karsilar. 7. glinden sonra beslenmeye baslar ve artik larva olarak isimlendirilir.

Larva ile ergin balik arasindaki gecis donemi geng (juvenil) evre olarak isimlendirilir.

Gelisimin 3. ayi itibari ile zebra balig1 ergin evreye ulasir.

2.3. Kok Hiicre

Organizmada elde edildigi bolgedeki hiicrelere ya da farkli hiicre tiplerine
farklilasabilen (plastisite 6zelligine sahip), kendi kendine yenilenebilen, canli kaldikca
cogalabilen, 6zellesmemis hiicrelerdir. Kok hiicrenin hangi hiicreye farklilasacag,
hiicre ¢ekirdeginde bulunan genlerden ¢ikan sinyaller tarafindan belirlenir. Boylece

kok hiicreler, degisik hiicre tiplerine dontisebilmektedir (Giines, 2005).

Telomerler, 6karyotik hiicrelerin kromozom uglarinda bulunan heterokromatik tekrar
bolgeleridir (Ath ve Bozcuk, 2002). Normal hiicrelerde, telomer uzamasindan sorumlu
olan sistemler hiicre boliinmesi sirasinda gorev yapamazlar. Bu yiizden de telomerler
hiicre boliinmesi sirasinda kisalirlar. Diger bir deyisle, telomer uzunlugu hiicrenin
replikatif yasam siiresini belirler. Hiicrede telomerler kisaligi kritik seviyeye
ulastiginda hiicrede yaslanma programi aktive olur ve hiicre boliinmesi durdurulur.
Somatik hiicrelerin aksine esey hiicrelerinde, bir sonraki nesile genetik bilgi transferi
zorunlulugu oldugu i¢in, telomerlerin bakimi telomeraz enzimi sayesinde aktif olarak
yapilmaktadir (Giineri Yildiz ve ark., 2009). Telomeraz enzimi, telomer sentezinden

sorumludur. Kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi fazla oldugu i¢in telomer uzunlugu
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da fazladir. Bu yiizden kok hiicreler smirsiz béliinme 6zelligine sahiplerdir (Inan ve

Ozbilgin, 2009).

Kok hiicreler icin farkli smiflandirmalar mevcuttur. Kok hiicreler, farklilasma
yetenegine gore siniflandirildiginda, totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent
olmak tizere 4 baslik altinda siniflandirilirlar (Sekil 2.8.). Totipotent hiicreler, sinirsiz
farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir. Ekstraembriyonik hiicre tipleri de olmak
tizere her hiicre tipine farklilasabilirler Totipotent kok hiicrelere ait tek 6rnek fertilize
yumurta hiicresi olan zigottur (Blau ve ark., 2001; Bissels ve ark., 2013). Pluripotent
kok hiicreler, germ hiicreleri de dahil olmak iizere viicuttaki tiim hiicreleri
olusturabilme oOzelligine sahiptir (Bissels ve ark., 2013). Bu hiicreler totipotent
hiicreler gibi tek basina bir organizmay1 olusturamazlar (Oyar, 2016). Bu hiicrelere
ornek olarak embriyonik kok hiicreler, blastokistin i¢ tabakasindaki hiicreler,
indiiklenebilir pluripotent kok hiicreler ve ektoderm, endoderm, mezoderm germ
tabakalarindan koken alip embriyonik kok hiicre farklilagsma asamasinin baglangicinda
olan hiicreler 6rnek verilebilir (Bissels ve ark., 2013; Kalra ve Tomar, 2014).
Multipotent kok hiicreler, ait olduklari dokuya benzer yapida olan hiicrelere
farklilasma 6zelligi gosteren kok hiicre tipleridir. Farklilasma yetenekleri pluripotent
kok hiicrelere gore daha azdir. Eriskin dokularda bulunup, bu dokularda tamir etme
isleminde gorevlilerdir. Bu dokulara 6rnek olarak eritrosit, trombosit ve 10kositlere
farklilasabilen hematopoietik kok hiicreler verilebilir (Kalra ve Tomar, 2014; Oyar,
2016). Unipotent kok hiicreler ise sadece kendi hiicre tipine farklilagabilen kok
hiicrelerdir. Dokuda yenilenme gorevi goriirler. Ornek olarak kas kok hiicreleri

verilebilir (Kalra ve Tomar, 2014).
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Totipotent Kok Pluripotent kdk MWultipotent Kok Unipotent Kok
Hiicreler Hticreler Htcreler Htcreler

Sekil 2.8. Farklilasma yeteneklerine gore kok hiicrelerin siniflandirilmasi

Kok hiicreler, elde edildikleri kaynaklara gore yetiskin kok hiicreler ve embriyonik
kok hiicreler olmak tizere 2 baslik altinda siniflandirilirlar (Sekil 2.9.).

Eriskin tip kok hiicreler, farklilagmis dokuda yer alan farklilasmamis hiicrelerdir (Ural,
2006). Bu hiicreler, ihtiya¢ halinde farklilagma gdstererek doku ve organlarin
yenilenmesinde gorev alir. Hematopoietik kok hiicreler, kemik iliginde bulunup kan
dokunun tiim hiicre c¢esitlerine doniisebilme ozelligine sahiptir. Mezenkimal kok
hiicreler ise bag doku igerisinde bulunan kok hiicreler olup, néron, yag, kas, kemik,
kikirdak gibi degisik hiicrelere farklilasma 6zelligine sahiplerdir (Ozen ve Sancak,
2014).

Embriyonik kok hiicrelerin farklilagma potansiyeli erigkin tip kok hiicrelere gore daha
fazladir. Embriyonik kok hiicreler, blastokistin i¢ hiicre tabakasindan elde edilirler ve
kiiltiir ortaminda farklilasmadan 1-2 y1l boyunca iireyebilirler (Glines, 2005; Cannazik
ve Polat, 2014). Embriyonik kok hiicrelere primordiyal germ hiicreleri ornek

verilebilir.
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Kok Hiicre

(Kokenlerine
Gore)
]

Embriyonik K&k Eriskin Tip Kok
Hiicre Hucre

Mezenkimal Kok
Hicreler

Kok Hucreler

Sekil 2.9. Elde edildigi kaynaklara gore kok hiicrelerin siniflandirilmast

2.3.1. Primordiyal germ hiicresi

Primordiyal (ilkel) germ hiicreleri (PGH), embriyoda bulunan, gamet hiicreleri olan
sperm ve yumurtayl olusturmak iizere gonad taslaklarina go¢ eden, pluripotent
ozellikteki embriyonik kok hiicreleridir. Sperm ve yumurtanin 6nciil hiicreleri olan
primordiyal germ hiicrelerinin gelisiminde 2 farkli asama vardir. ilk asamada
embriyogenez sirasinda primordiyal germ hiicreleri sekillenir ve gonadal kabartilara
dogru goc eder (Gomperts ve ark., 1994; Saffman ve Lasko, 1999). Ikinci asamasinda
ise germ hiicreleri ¢evreden uygun sinyalleri alarak hiicre bdliinmesi, mayoz ve
farklilasma (spermatogenez, oogenez) islemlerini gerceklestirerek gametler
olusturulur (Nikolic ve ark., 2016). Kisacast PGH, gelisim siiresince ¢ogalir, go¢ eder

ve farklilagirlar.

2.3.1.1. Primordiyal germ hiicrelerinin morfolojik ve histolojik o6zellikleri

PGH, somatik hiicrelerden morfolojik olarak farklidir. Yuvarlak-oval ya da armutumsu
sekilleri, biliyiik hiicre hacimleri (10-20 pm ¢apinda), biiyiik ¢ekirdege (6-10 um) sahip
oluglar1 ve belirgin hiicre sinirlari ile diger somatik hiicrelerden ayrilirlar (Nagai ve
ark., 2001; Kog ve Yiice, 2012; Chilke, 2012). 1-2 niikleolus ve dagilmis kromatin
igeren niikleus, belirgin bir niikleus zar ile ¢evrilidir (Braat ve ark., 1999). Elektron

mikroskopi ¢alismalari, PGH’lerinde “nuage” (Andre ve Rouiller, 1957) denilen RNA
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ve protein birikiminden meydana gelen elektronca yogun sitoplazmik birikimler olan
bulutsu (Kog, 2008) bir yapmin varligim1 gostermistir. Bu yapt genel olarak
mitokondriler ile bir arada bulunur (Eddy, 1975). Elektronca yogun olan bu yap1, PGH
farklilasmas1 ya da olusmasi ic¢in gerekli olan (Williamson ve Lehmann, 1996;
Ikenishi, 1998) ve germ hiicrelerine 6zel transkripsiyon ve translasyonu diizenleyen
RNA ve proteinleri icermektedir (Seydoux ve ark., 1996; Williamson ve Lehmann,

1996; Seydoux ve Dunn, 1997; Van Doren ve ark., 1998b; Seydoux ve Strome, 1999).

Bu hiicreler, ¢evresel sitoplazmalarinda indikator bir enzim olan alkalin fosfataz (hiicre
ya da hiicre membraninda bulunan, pH 8.5-10 araliginda aktivite gosteren bir
enzimdir) aktivitesi icerirler (Kog¢ ve Yiice, 2012). Bu ylizden, alkalin fosfataz boyasi
ile, sitoplazmasinda ¢ok fazla glikojen molekiilleri igerdigi i¢in ise Best carmin ve PAS
gibi histolojik boyalarla 6zel olarak somatik hiicrelerden farkli reaksiyon verirler (Yon
ve Akbulut, 2015). Sitoplazmalarinda eozinofilik graniiller icerdiklerinden H&E
boyasi ile de spesifik reaksiyon verirler (Nagai ve ark., 2001; Akbulut ve ark., 2013).

2.3.1.2. Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ mekanizmasi

PGH, embriyonik gelisimin baslangicinda gonadal bolgeden farkli bir bolgede
bulunurlar. Bu hiicreler gelisimin ilk evrelerinde endoderm hiicreleri arasinda ortaya
c¢ikarlar. Gonad taslaklarindan aldiklari sinyaller dogrultusunda ameboid hareketlerle
barsak taslagini saran dorsal mezenter boyunca ilerleyerek gonad taslaklarina dogru
g0c¢ ederler. Gonad taslaklarina ulasip mezensim icerisine girerler. Primordiyal germ
hiicrelerinin go¢ ettigi bu yol “gonad yolu” adimi alir. Bu go¢ yolu her omurgalida
kendine 6zgiidiir (De Felici, 2001; Baser, 2005; Kog, 2008; Wei and Liu, 2014).
Somatik hiicrelerle germ hiicrelerinin karsilikli iligkisi gonadal farklilagmada 6nemli
bir rol oynamaktadir (Kocer ve ark., 2009). Calismalar sonucunda PGH’nin go¢
ederken gelisen embriyoda farkli somatik yapilarla etkilesim i¢inde oldugu tespit
edilmistir. PGH, gonad taslaklarina goc ettiklerinde somatik/ekstraembriyonik
hiicrelerin etrafin1 sararlar, yani bagimsizca tek basina o bolgede bulunmazlar. Bu
yapilar genel morfogenetik hareketlerin bir pargasi olarak PGH nin uzak bolgelere ve

hedef bolgeye gitmesini saglarlar (Godin ve ark., 1990; Jaglarz ve Howard, 1995;
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Zhang ve ark., 1997;van Doren ve ark., 1998a; Kuwana ve Rogulska, 1999; Weidinger
ve ark., 1999; Deshpande ve ark., 2001; Starz-Gaiano ve ark., 2001; Weidinger ve ark.,
2002). PGH’nin somatik hiicrelerle yakin temas halinde olmasi, bu hiicrelerin gerekli
besinleri temin etmesini, totipotensi, yasama ve go¢ i¢in gerekli sinyalleri almasini
saglar (Wei and Liu, 2014). Izole edilmis ve kiiltiir ortamina alinmis primordiyal germ
hiicrelerinin canliliklarin1 fazla siirdiiremeyip apoptoza ugradiklari tespit edilmistir

(De Felici, 2000).

Primordiyal germ hiicrelerinin, gonad taslaklarina nasil go¢ ettikleri, hiicre gociinde
rol oynayan mekanizmalar ve molekiiller son yillarda bilim insanlari tarafindan sik¢a
arastirilmaktadir. Bu calismalar sonucunda primordiyal germ hiicrelerinin bazi
somatik yapilar ile etkilesim icerisinde bulunduklar1 tespit edilmistir. Zebra
baliklarinda PGH gogii gelisimin ilk 24 saati igerisinde ger¢ceklesmektedir (Weidinger
ve ark., 1999; Weidinger ve ark., 2002). Zebra baliklarinda PGH gogii essiz ve ilging
bir problemdir. Ciinkii gé¢ eden hiicreler embriyonun gelisim eksenine gore blastodisk
kenarinda rastgele 4 farkli konumda konumlanmistir (Yoon ve ark., 1997; Weidinger
ve ark., 1999). Bu hiicreler, gastrulasyon sirasinda embriyonun dorsal yoniinde go¢
ederler. Dollenmeden yaklasik 10 saat sonra (1-3 somitli satha) ilk hedeflerine, 13 saat
sonra ise (8-10 somitli satha) ikinci hedeflerine ulagirlar. 24 saat sonunda ise vitelliis
kesesi ile vitelllis uzantis1 arasindaki baglant1 bolgesinde yer alan gonadal bolgede
hiicre kiimeleri halinde lokalize olurlar (Saito ve ark., 2011). Yani, gelisimin ilk 24
saatinde tim PGH’leri bir konumda toplanmistir. Bu durum, ektopik bolgedeki
PGH’leri tespit etmek i¢in biiyiik bir avantajdir. Ektopik bolgelerdeki PGH, yasamalari
icin gerekli olan sinyal ve faktorlerden uzak olduklar: i¢in bir siire sonra apoptoza

ugrayarak oliirler (Stallock ve ark., 2003).

PGH’nin gogii ve gelisimi i¢in kemotaksi biiyiik rol oynamaktadir. Zebra baliklarinda
PGH gociinde, SDF-1a (stromal-derived factor la) adli proteinin ve bu proteinin
reseptOrii olan CRCX4b’nin rol oynadigt bilinmektedir. Zebra baliklarinda CRCX4
reseptoriinii kodlayan crcx4b geni susturuldugunda, PGH’nin gonadal bolgeye
ulasamadiklar1 ve gb¢ yolunda aksakliklar oldugu tespit edilmistir SDF-1a, PGH’nin

goc edecegi bolgelerden salinip, bu hiicreleri o bolgeye ceken bir kemokindir
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(Kemokinler, hiicreler tarafindan salgilanan kiigiik sinyal proteinleri ya da
sitokinklerdir. GO¢ etmekte olan hiicrelerin hedeflerine varmalarina saglayan
kemosinyaller olarak da tanimlanabilir.). SDF-1a kemokini, PGH iizerinde bulunan
CRCX4b reseptoriiniin ligandidir. SDF-1a kemokini CRCX4 reseptoriine baglandigi
icin bu kemokinin de gog¢ siirecine etkisinin olabilecegi diisiiniilmiis ve bu konuda
aragtirmalar yapilmistir. SDF-1a diizeyi azaltildiginda da crcx4b mutasyonundaki
etkilerin aynis1 goriilmiis ve PGH gogiinii etkilemistir (Sekil 2.10.) (Doitsidou ve ark.,
2002; Knaut ve ark., 2003; Kunwar, 2003).

a b ¢ Anterior d

Kubbe Evresi 1 somitli satha 12 somttli satha 24 hpt
Tepeden Gorinim Onden gérinim dnden gorindm Lateral gorintm

SDF-1a diizeyinde azalma SDF-1a ekspresyonunda hata = SDF-1a ekspresyonunda hata ve
ve SDF-1a'nin azalmas SDF-1a ve CXCR4k'nin azalmas

Sekil 2.10. a-d, Primordiyal germ hiicrelerinin ilk 24 saat igerisindeki gb¢ yolu (PGH kirmizi ile gosterilmistir). a)
embriyonun rastgele 4 bolgesinden dorsal orta ¢izgiye dogru gé¢ eden PGH. b) SDF-1 RNA (yesil renk
ile gosterilmistir) somitogenezin baglangicinda ilk segmentin yakininda fazlaca salgilanir ve PGH bu
bolgeye dogru gog ederler. ¢) PGH kiimeleri somit olusumunun gekillenmesi boyunca SDF-1 a ‘nin
yiiksek miktarda salindig1 bolgeye dogru gog ederler. d) Gelisimin 24. saatinde PGH, vitelliis kesesinin
dorsaline ulasir. ¢) SDF-1a diizeyinde azalma oldugunda PGH, gé¢ yolunu sasirip farkli bolgelere gog
ederler. f) SDF-1a ekspresyonundaki hata sonucunda primordiyal germ hiicreleri farkli bolgelere
(ektopik bolgelere) go¢ ederler. g) SDF-1a mutasyonunda hata ya da SDF-1a ve CXCR4b diizeyinde
azalma sonucu PGH (hiicreler mor ile gosterilmistir) ektopik bolgelerde goriilmektedir (Kunwar, 2003).

SDF-1/CRCX4 kemokin-reseptor etkilesimi fare ve zebra baliklarinda PGH gog¢iinii
sagladigr gibi pek cok tiimor hiicresinin metastazinda da etkili rol oynamaktadir
(Moore, 2001; Molyneaux ve Wylie, 2004). Ayrica, SDF-1-CXCR4b sinyali

omurgalilarda basta hematopoietik hiicreler olmak {izere pek ¢ok hiicrenin gdciinde de

onemli bir rol oynamaktadir. Bu sinyal sistemi bozuldugunda, durum anormal hiicre
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gocll ile sonuclanmaktadir (Murdoch, 2000; Blaser ve ark., 2005; Burger ve Kipps
2006; Lapidot ve ark., 2005; Zlotnik, 2006).

Hiicre polarizasyonu ve migrasyonunu kontrol eden mekanizmalardan biri de gé¢ eden
hiicrenin kenarlarinda aktin polimerizasyonunun olmasidir (Pollard ve Borisy, 2003;
Rafelski ve Theriot 2004; Small ve Resch, 2005). Diger bir mekanizma ise sitoplazmik
basincin itme giicii yaratarak hiicre yiizeyinde ¢ikintilar ve kabarciklar olusturmasidir.
Hiicredeki akto-miyozin agimin kasilmasi sonucu hiicre igerisinde hidrostatik bir
basing olusur. Bu basing sitozolii iter ve yalanci ayak (psddopod) olusumuna sebep
olur (Bereiter-Hahn, 1981; Bray ve White 1988; Janson ve Taylor 1993; Charrass ve
ark., 2005). Bu modele gore hiicre korteksindeki miyozin bagimli kasilma, lokal
hidrostatik basing yaratmaktadir (Charras ve ark., 2005). Akto-miyozin kasilmas1 Ca*
bagimli kinazlarm aktivasyonu sonucu Ca*? iyonlarinin hiicre icerisine akin etmesiyle
diizenlenir (Strohmeier ve Bereiter-Hahn, 1984; Strohmeier ve Bereiter-Hahn, 1987).
SDF-1 tarafindan CXCR4 aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum iyonunun artmasini saglar
(Bleul ve ark., 1996; Oberlin ve ark., 1996) CRCX4b baskilandiginda hiicrede Ca*?

miktarnin azaldig: goriilmiistiir (Blaser ve ark., 20006).

Glikozaminoglikanlarin ve proteoglikanlarin PGH gociinde gorev aldiklart tespit
edilmistir (Soto-Suazo ve ark., 2002). Heparan siilfat glikozaminoglikanlar (HS-
GAQG), ekstraseliiler matrikste ve hiicre yiizeyinde bulunurlar. Zebra baliklarinda PGH
goclinde rol oynarlar. HS-GAG, aynm1 zamanda PGH’de apoptozun inhibisyonunu
saglar. Hiicrelerden HS-GAG uzaklastirildiginda zebra baliklarinda PGH’nin apoptoza
ugradiklar1 goriilmiistiir. Heparan siilfat eksikliginde ise PGH’nin hem sayisinin

azaldig1 hem de yanlis yone gog ettikleri tespit edilmistir (Wei and Liu, 2014).

Kadherinler, hiicre adezyonunda (yapismasinda) ve hiicrelerin birbirine sikica
baglanmasinda rol oynayan kalsiyum bagimli adezyon molekiilleridir. Kaderinlerin,
hiicrelerin ve dokularin yapisal formlarinin olugsmasinda ve hiicrelerin gé¢ etmesinde
onemli rolleri vardir (Tepass ve ark., 2000). E-kaderinler, kaderin molekiillerinin bir
cesidi olup erken embriyonik devrelerde fazla miktarda tretilirler. E-kaderinlerin

tiretimi PGH’nin sekillenmesini saglar. PGH sekillendikten sonra gé¢ etmeye baglarlar
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ve hiicrelerin gocii sirasinda E-kaderin tretimi azali. PGH gonad taslaklarina

ulastiginda ise {iretimi artar (Molyneaux ve Wylie, 2004).

2.4. Zebra Balhiginda Gonad Olusumu

Omurgali canlilarda cinsiyet olusum mekanizmasi, gonadlarin testis ve ovaryuma
farklilasmasi, genetik faktorlere baghdir. Genetik faktorlerin yanisira g¢evresel
faktorler de cinsiyet farklilasmasinda etkin rol oynarlar (Bull, 1985; Budd ve ark.,
2015; Santos ve ark., 2017). Ornegin sicakligin, zebra baliklarinda cinsiyet
farklilagsmasinda ¢ok Onemli bir rolii vardir. Diger bir ornek, endokrin bozucu
kimyasallar i¢in verilebilir. Bu kimyasallar, zebra baliklarinda cinsiyet degisimine yol
acip, cinsiyet farklilagsmasina etki edip populasyondaki cinsiyet oraninda dengesizlige

yol agabilirler (Santos ve ark., 2017).

Sicaklik da zebra baliklarinda cinsiyetin belirlenmesini etkileyen en 6nemli gevresel
faktorlerden biridir. Embriyonik donemde 33-37 °C gibi yiiksek sicakliklarda
yetistirilen veya gonad farklilasmasi evresinde sicakliga maruz kalan zebra
baliklarinda cinsiyetin erkek olarak farklilastig: tespit edilmistir (Uchida ve ark., 2002;
Abozaid ve ark., 2011, 2012; Brown ve ark., 2015; Luzio ve ark., 2016a; Ribas ve
ark., 2017). 22-23°C gibi diisiik sicakliklar ise gonad olusumunun gecikmesine yol
a¢makta fakat cinsiyet farklilasmasina etki etmemektedir (Luzio ve ark., 2016a; Ribas
ve ark., 2017).

Hipoksi, zebra baliklarinda cinsiyet hormonlarini ireten genlerin (34-hsd, cyplila,
cypl9a ve cypl9b) ekspresyonun azalmasina yol agip testosteron/dstrojen oranini
artirmaktadir. Boylece popiilasyonda erkek bireylerin orani artmaktadir (Shang ve
ark., 2006). Bunun yam sira, hipoksik ortamda yetisen zebra baligi embriyolarinda
PGH gogiinde hasarlar, testosteron ve Ostrojen konsantrasyonlarinda degisimler
gozlenmis ve cinsiyetin erkek yoniinde belirlendigi tespit edilmistir (Shang ve Wu,

2004; Lo ve ark., 2011; Robertson ve ark., 2014).
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Zebra baliklarinda gonad gelisiminde ilk asamada farkliklasmamis bir gonad olusur.
Bu yap1 daha sonra olgunlasmis testis ve ovaryuma farklilasir (Takahashi, 1977
Uchida ve ark., 2002, Maack ve Segner, 2003; Wang ve ark., 2007a,b). Zebra
baliklarinda gonad farklilasmasi genel olarak gelisimin 25. giinii itibari ile baslar, 60.

giin itibari ile tamamlanmis olur (Takahashi, 1977; Uchida ve ark., 2002) .

Zebra baliklarinda ovaryum-testis farklilasmasinda apoptoz ©nemli bir rol
oynamaktadir. Apoptozun inhibe edilmesi, ovaryum gelisimi ve canliliginin
stirdiiriilmesinde, disi fenotipinin olusumunda gereklidir (Uchida ve ark., 2002;
Pradhan ve ark., 2012; Dranow ve ark.., 2013; Luzio ve ark., 2016a). Tam tersine
apoptoz olusumu, ovaryum gelisiminin baskilanmasina ve gonadin testise
farklilasmasina sebep olmaktadir (Uchida et al., 2002; Rodriguez-Mari ve ark., 2010;
Shive ve ark., 2010; Rodriguez-Mari ve ark., 2011; Tzung ve ark., 2015). Zebra baligi
embriyolart koryondan ¢iktiktan 23-35 giin sonra gonadlarinda apoptotik hiicreler
tespit edilmis ve bu baliklarin erkek oldugu anlagilmistir (Uchida ve ark., 2002). Yine
diger bir calisgmada fanconi anemia complementation group L (fancl) genindeki
mutasyonlarin germ hiicre apoptozunu indiikledigi ve sonug olarak zebra baliklarinda
erkeklesmeye yol agtigi tespit edilmistir. fancl mutant zebra baliklarindaki oosit kaybi
kaspaz-3-bagimli apoptozun anormal derecede artmasi ile olusmaktadir (Rodriguez-

Mari ve ark., 2010).

SRY (sex determining region Y)-box 9a (sox9a) geni ve p53 geninin ekspresyonundaki
artis, geng zebra baliklarinda ovaryum folikiillerinin apoptozuna neden olarak gonad

yapisinin testise farklilagmasini saglamaktadir (Sun ve ark., 2013).

Zebra baliklarinda hem disilerde hem de erkeklerde cinsiyet olusumuna ve dimorfizme
etki eden genlerle ilgili pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu genler, anti-Miillerian
hormone (amh), fushi tarazu factor-1 (ftz-f1), DM-related transcription factor 1
(dmrtl), 17-beta hydroxysteroid dehydrogenase 3 (hsd17b3), breast cancer 2 (brca2),
piwi-like RNA-mediated gene silencing 1 (piwill, ziwi olarak da bilinir), DAZ
interacting zinc finger protein 1 (dzipl), nuclear receptor subfamily 5 group A member

1b (nr5alb), cytochrome P450 family 19 subfamily A polypeptide 1a (cypl9ala) ve 1b
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(cypl9alb), DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4 (ddx4, vasa olarak da
bilinir), baculoviral IAP Repeat Containing 5 (birc5), growth differentiation factor 9
(gdf9), forkhead box L2 (foxl2a ve foxlI2b), fancl ve sox9 dur. (Chiang ve ark., 2001;
Tan ve ark., 2002; Bartfai ve Orban, 2003; Kravel ve Olsen, 2004; Guo ve ark., 2005;
Rodriguez-Mari ve ark., 2005, von Hofsten ve ark., 2005; Houwing ve ark., 2007,
Santos ve ark., 2007; Wang ve Orban, 2007; Jergensen ve ark., 2008; Sreenivasan ve
ark., 2008; Small ve ark., 2009; Chen ve ark., 2017; Luzio ve ark., 2010, Shive ve ark.,
2010; Luzio ve ark.,2011; Sun ve ark., 2013; Wong ve ark., 2014; Luzio ve ark.,2016b;
Yang ve ark., 2017). Bu genler, zebra baliklarinda gonad farklilagsmasinda gorev olan
sinyal yolaklarinda gorev alan genlerdir. Bu yolaklardan bazilar1 Piwi/piRNA yolagi
(Houwing ve ark., 2007), Tp53/fancl (Rodriguez-Mari ve ark., 2010), brca2 (Shive ve
ark., 2010; Rodriguez-Mari ve ark., 2011; Rodriguez-Mari ve Postlethwait, 2011),
apoptoz (Shive ve ark., 2010; Rodriguez-Mari ve ark., 2010, 2011; Luzio ve ark.,
2016b), niikleer faktor kappa B (NF-xB) (Pradhan ve ark., 2012), ve Wnt (Sreenivasan
ve ark., 2014) sinyal yolaklaridir.

Primordiyal germ hiicreleri de cinsiyet farklilagmasinda ve ovaryum olusumunda
bliyiik rol oynamaktadirlar. PGH yoklugunda, apoptoza ugradiginda ya da baligin
mutant PGH’ne sahip olmasi durumunda gonad testis yoniinde farklilagsmaktadir
(Slanchev ve ark., 2005; Siegfried ve Nusslein-Volhard, 2008; Rodriguez-Mari ve
ark., 2010; Dranow ve ark., 2013; Tzung ve ark., 2015). Somatik hiicreler tarafindan
cevrilen primordiyal germ hiicreleri, cinsiyet farklilasmasini saglayan genlerin
ekspresyonunu kontrol ederek folikiil olusumunu destekler ya da testis olusumunu

inhibe eder (Siegfried ve Nusslein-Volhard, 2008).

Zebra baliklarinda gelisimin 8. giiniinden itibaren, PGH, mezenterin her iki tarafindaki
solomik bosluk etrafinda yer alir. Bazi PGH ise barsaklarin bulundugu bdlgede
goriiliirler. PGH’deki mitotik aktiviteler gelisimin 15. gilinli, mayotik aktiviteler ise
gelisimin 22.giinii itibari ile daha belirgin bir sekilde gozlenebilir (Okuthe ve ark.,
2014). Gelisimin 4. haftasinda mayotik germ hiicrelerini i¢ceren gonad yapist gozlenir
ve gonad olusumunun yaklasik %86’s1 tamamlanmistir (Maack ve Segner, 2003).

Gelisimin 5. haftasindan itibaren disi zebra baligi gonadinda oogonyum, pre-
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vitellojenik oositler ve germ hiicreleri gozlenebilir. Bu asamada bireylerde oositlerin
sayica azalmasi ve kiigiilmesi, oositlerin sekillerinin diizensizlesmesi gibi gonad
morfolojisinde degisimler meydana gelebilir. Baz1 gonadlarda dejenere oositler
gozlenebilir. Stromal hiicreler sayica artar ve gonadal matriks igerisine girerler. 7.
hafta itibari ile gonial hiicreler artarak kist benzeri gruplari olusturarak gonad
morfolojisinde farklilagmalara sebep olurlar. Bu durum sekonder gonadogenezin
(testis olusumunun) belirtileridir (Okuthe ve ark., 2014). 11. hafta itibari ile
Spermatogonyum, spermatosit ve spermatidler testisin % 40’11 olustururlar (Maack

ve Segner, 2003; Okuthe ve ark., 2014).

2.5. Apoptoz

Canlilarda hiicre 6liimii gerekli bir fizyolojik olaydir. Organizmada bir yandan yeni
hiicreler olusurken bir yandan da yaslanmis ya da hasar gérmiis hiicreler ortadan
kaldirilarak denge korunmaktadir. Organizmada hiicreler, fizyolojik (apoptoz) ya da

patolojik (nekroz) olarak ortadan kaldirilirlar.

Yunanca “yaprak dokiilmesi” anlamina gelen apoptoz, organizmada homeostazi
koruyan olaydir. Apoptoz, hiicrenin genleri diizenleyip, RNA, protein sentezi ve
enerjiye ihtiyag duyarak programli bir sekilde kendini Oldiirdiigii hiicre oliimii

cesididir (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Cok hiicreli organizmalarda hasarli hiicrenin yok edilmesi apoptoz yolu ile olmaktadir.
Boylece hasarli hiicrenin ¢ogalmasinin ve tiimdr olusumunun Oniine gecilmektedir
(Evan ve Littlewood, 1998). Apoptotik hiicreler, komsu hiicreler ve makrofajlar
tarafindan taninarak fagosite edilirler. Apoptozun embriyo gelisimi sirasinda da 6nemli
rolii vardir. Memelilerde embriyo gelisiminde el ve ayak parmaklar1 arasindaki
perdelerin kalkmasi, merkezi sinir sisteminin gelismesi, kan damarlarinin sayisinin
azalmasi gibi olaylar apoptoz sayesinde gerceklesir. Dogum sonrast yasamda da kan
hiicrelerinin belirli sayida tutulmasi, menstruel siklus sirasinda endometruyum

tabakasmin dokiilmesi, deride bazalde yeni hiicreler olusurken en {iist tabakadaki
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hiicrelerin dlmesi gibi olaylar apoptoz sayesinde gerceklesmektedir (Coskun ve Ozgiir,

2011).

Apoptoz sirasinda hiicrede pek ¢ok morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana
gelmektedir. Apoptoz sinyalini alan hiicre komsu hiicrelerle baglantisini kopararak
bulundugu ortamdan uzaklasir. Hiicrede Na, K, Cl tasiyict sistemin durmasi nedeniyle
hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketi durur ve hiicre biiziisiir. Cekirdekte bulunan
proteinlerin par¢alanmasi sonucu ¢ekirdek ve kromatin yapist yogunlasir ve ¢ekirdek
piknotik (bliziismiis, kromatin yapist yogunlasmig) goriiniime kavusur. Hiicre
kiictilmeye devam eder ve ¢ekirdek parcalara ayrilir. DNA niikleozomdan ayrilir, jel
elektroforezinde merdiven bant seklinde goriiliir. Hiicre zarinda tomurcuklanmalar
meydana gelir. Hiicre zarinin i¢ kisminda yer alan fosfotidilserin, aminofosfolipid
transferaz enzimiyle hiicre zarinin dis yiiziine transfer olur. Hiicre, igerisinde organel
ve sitoplazma parcalart olan zarla cevrili kii¢iik parcalara ayrilir yani apoptotik
cisimler meydana gelir (Giiles ve Eren, 2008; Aksit ve Bildik, 2008; Coskun ve Ozgir,
2011).

Apoptozu baskilayan genler Bcl-2 grubu genleri (BHRL—1, Bcl-xI, Bcl-w, Bfl-1, Brag-
1, Mcl-1, A1), c-abl geni, ras onkogeni, ¢ozilebilir fas, p35, A20, indikleyen genler
ise Bcl-2 grubu genleri (Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bid, Bik, Hrk-1), c-myc, p53, p21, fas
(CD95/APO1) FADD/MORT, RIP, FAST gibi genlerdir (Aksit ve Bildik, 2008).
Apoptozda hiicredeki Bcl-2 diizeyinin 6nemli bir rolii vardir. Hiicrede apoptozun
gerceklesip  gerceklesmeyecegini  Bax/Bcl-2  dengesi  belirler.  Apoptozun
gerceklesmesi icin Bax diizeyinin Bcl-2’den fazla olmasi gerekir (Canpolat, 2016).

Apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, Bc/-2 ailesi molekiilleri, seramid, kaspazlar,
p53, sitokrom c gibi molekiiller ile mitokondriler rol oynamaktadir. Apoptoz sirasinda
stirekli olarak hiicre igerisine kalsiyum girisi meydana gelmektedir (Aksit ve Bildik,
2008; Coskun ve Ozgiir, 2011). Hiicre, apoptoz sinyallerini, 6liim aktivatorlerinin
hiicre ylizeyindeki Oliim reseptorlerine baglanmasiyla hiicre disindan ve c¢esitli
sinyallerle 6liim aktivatorlerinin devreye sokulmasiyla hiicre icerisinden olmak tizere

2 yolla alir (Canpolat, 2016). Apoptozu uyaran hiicre dist sinyallere hormonlar,
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biliylime faktorlerinde eksilme, bitisik hiicrelerin temasi1 6rnek verilebilir (Canpolat,
2016). Hiicre disindan gelen apoptoz sinyalleri olan FasL, TNF alfa, Apo3L, Apo2L,
Apo2L, sirastyla 6lim reseptorleri olan Fas, TNF-R, DR3, DR4 ve DR5’¢e baglanarak
Olimii indiikleyen sinyal komplekslerini olusturarak kaspaz-8’i aktive edip DNA
fragmentasyonuna yol agarlar (Adams ve Cory, 2001; Curtin ve Cotter, 2003;
Spierings ve ark., 2004; Elmore, 2007). Apoptoza neden olan hiicre i¢i sinyallere ise
iyonize radyasyon, viral enfeksiyon, oksidatif hasarlar, ATP/ADP ve NADH’in
azalmasi, hipoksi ve hiicre i¢i Ca*? diizeyinin artis1 drnek verilebilir (Canpolat, 2016).
Bu sinyaller hiicrenin yasamasi i¢in gerekli bir sinyal olan Bc/-2’yi inaktive ederek,
apoptozu uyaran Bax ve Bak’it aktive ederler. Bunun sonucunda mitokondri
permeabilitesi bozulur ve mitokondri zarinda por olusumu gerceklesir. Mitokondriden
AIF, sitokrom-c, Smac ve endoniikleaz-G salinimi gergeklesir. Sitokrom C, Apaf-1
(Apoptotik preoteaz aktive eden faktdr) ve kaspaz-9 ile birleserek apoptozom adi
verilen bir kompleksi olusturur. Bu kompleks, hiicre ici kalsiyum artig1 ile beraber
diger kaspazlarn aktiflestiri. Kaspazlarin birbirini aktiflestirmesi sonucunda
proteolitik bir zincir olusturarak hiicre iskeleti yikilir, sitoplazmadaki proteinlerin ve
DNA’nin yikimi gerceklesir (Sekil 2.11.) (Adrain ve Martin, 2001; Baines, 2010;
Canpolat, 2016).



26

ICAD g i ‘". Cekirdek

”
_—
. DNA Fragmantasyonu

Sekil 2.11. Hiicre i¢i ve hiicre disindan gelen 6liim aktivatorleri ile olusan apoptoz mekanizmasi (Giiltekin ve ark.,

2008)

Apoptotik hiicreler, cesitli yontemlerle tespit edilebilir. Bu yontemler asagida
stralanmistir (Coskun ve Ozgiir, 2011):

a) Morfolojik Goriintiileme

-Isik Mikroskobu (H&E ve Giemsa boyamasi)

-Faz Kontrast Mikroskobu

-Elektron Mikroskobu

-Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
-Propidium Iyodiir (PI)

-Hoechst Boyasi

b) Immunokimyasal Ydntemler
-Annexin V

-TUNEL
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-M-30
-Kaspaz-3

¢) Biyokimyasal Y ontemler
-Agaroz Jel Elektroforezi (DNA Fragmentasyonu)
-Western Blotting (substrat kirilmalari, aktif kaspaz ve sitokrom c tayini)

-Flow sitometri

d) immunolojik Yontemler
-ELISA (DNA fragmentasyonu, M30 diizeyi)

-Fluorimetrik Yontem (Kaspaz aktivasyonu)

e) Molekiiler Biyoloji Yontemleri
-DNA Mikroarray

2.6. Oksidatif Stres
Oksidatif stres ise serbest radikaller ile bunlarin etkilerini ortadan kaldiran

antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasidir (Sekil 2.12.) (Ozcan ve ark., 2015).

Oksidatif denge Yoglanma

Yiuksek O basuncy
Kimyasal ajanlar
Radvasyon
A
L“Ohid‘m"
aest Radikafje,
Oksidatif hasar

N
e BRSPS & ¥
Membran lipidieri  Proteinler Nikleik asitier

Sekil 2.12. Hiicrede oksidatif hasar olusumu (Ozcan ve ark., 2015).

Serbest radikaller hiicrede 3 farkli sekilde meydana gelebilir (Kiling ve Kiling, 2002):



28

1. Homolitik boliinme seklinde (Kovalent bagli bir molekiiliin her bir parcasinda
ortak elektronlardan birinin kalmasi)
A:B— A*+Be
2. Normal bir molekiiliin bir elekton kaybina ugramasi ile
A-e-— Ate
3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi ile

A+te-— A--

Serbest radikallerden reaktif oksijen tiirleri (ROT) son yoriingesinde bir ya da birden
fazla ortaklanmamis elektron iceren, reaktif ve kararsiz ozellige sahip atom ya da
molekiillerdir. Eslesmemis elektronlar ¢ok yiiksek enerji icerdigi i¢in oldukga reaktif
ve kisa omiirlii molekiillerdir (Ozcan ve ark., 2015; Ciftci, 2017). Serbest radikaller,
diisik yogunlukta oldugunda hiicrede, enfeksiyonlara karsi savunma, kanser
hiicrelerinin ~ dldiiriilmesi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, intraselliiler
depolardan kalsiyum salinimi, tirozin amino asidini fosfatlama aktivasyonu ve
biiylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicrede yararli etkilere sebep olabilirler
(Karabulut ve Giilay, 2016). Fakat genel olarak bu molekiiller, hiicrede enerji iretimi
i¢cin gerceklestirilen pek ¢ok reaksiyon sirasinda iiretilebilirler ve membran lipitlerine,
hiicre i¢i proteinlere ve niikleik asitlere etki edip makromolekiillerin yap1 ve

fonksiyonlarini bozarak hiicresel hasara yol acarlar (Ozcan ve ark., 2015).

ROT, basta mitokondri olmak {iizere hiicre organellerinde normal metabolizmal
aktivite sonucunda meydana geldikleri gibi, yaslanma, iskemi-perfiizyon, radyasyon,
cesitli kimyasallara maruz kalma ve yiiksek oksijen basinci gibi sebeplerin sonucu
olarak da iiretilirler (Tabakoglu ve Durgut, 2013; Ozcan ve ark., 2015). Kisaca, ROT
olusumuna sebep olan etkenler hiicre i¢i ya da hiicre dis1 kaynakli olabilir. ROT, hem
stiperoksit anyonu (O2"), hidroksil radikali (HO"), peroksi (ROO"), alkoksi (RO") gibi
serbest radikal molekiilleri, hem de singlet oksijen (!O2), ozon (O3), hidrojen peroksit
(H2032), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO") ve peroksinitrit (ONOO") gibi
radikal olmayan molekiilleri igermektedir (Halliwell ve Gutterdige, 1996).
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Oksidatif denge bozuldugunda, yani ROT miktar1 artip, bunun etkilerini nétralize
edebilecek antioksidan sistemin aktivitesi azaldiginda, hiicre i¢i proteinlerinde yapisal
ve fonksiyonel hasarlar, hiicre zar yapisinda bozulma, DNA’da yapisal hasarlar

meydana gelir (Ozcan ve ark., 2015).

Antioksidan sistemler, hiicrede serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin
verecegi hasar1 engelleyen savunma mekanizmalaridir. Antioksidan sistemlerin etki

mekanizmalar1 asagidaki gibidir (Ozcan ve ark., 2015):

-Oksijeni ortamdan uzaklastirarak bolgesel olarak bulundugu yerde konsantrasyonunu
azaltirlar.

-Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklastirirlar.

-ROT’ni ortamdan uzaklastirirlar ya da daha zayif bir molekiile doniistiiriirler.
-Serbest radikal hasarina sebep olan zincirleme reaksiyonlarin olugsmasini engellerler.

-Serbest radikallerin yaratti1 hasar1 onarici etki gosterirler.

Antioksidanlar araciligi ile savunma, hiicre i¢i (endojen) ve hiicre dis1 (ekzojen) olmak
tizere 2 sekilde yapilir (Gupta ve ark., 2014). Hiicre dis1 antioksidanlara, askorbik asit,
A ve E vitamini, B-karoten 6rnek verilebilir. Hiicre i¢i antioksidanlara ise, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-
transferaz (GST) ve siiperoksidi detoksifiye eden sitokrom oksidaz gibi enzimler 6rnek

verilebilir.

Katalazin temel gorevi, molekiiler oksijen varliginda metabolizmada sentezlenen
H>O2’nin su ve oksijene doniismesini katalizlemek ve hiicrede 6zellikle zarlarda
olusabilecek hasar1 6nlemektir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Seriner ve Bilgin, 2012).
H>0,, serbest radikal olmamasina ragmen bir gecis metali ile (demir, bakir vb.)
tepkimeye girip serbest radikal iiretip hiicre zarlar1 vasitasiyla hiicreye girebilmektedir
(Colleen ve ark., 2007; Akkus, 1995). En yiiksek CAT aktivitesine bol miktarda
peroksizom igeren kan, kemik iligi, mukoz membranlar, bobrek ve karaciger gibi

dokularda rastlanmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014).
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Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), hiicrede indirgenme-yiikseltgenme dengesini
koruyan ve oksidatif strese kars1 kullanilan 6nemli bir antioksidandir (Sezer ve Keskin,
2014). Aminoasitlerin hiicre igerisine tasimmasinda ve proteinlerdeki siilfidril
gruplarin korunmasinda gorev alirlar (Onat ve ark., 2006). Glutatyon peroksidazin
kofaktorii olan indirgenmis glutatyon (GSH) ise sahip oldugu tiyol grubu sayesinde
hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur (Zengin Ulakoglu ve ark., 1998).

2.7. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller, hiicre zarindaki yag asitleri ve kolestroliin doymamis baglari ile
reaksiyona girerek peroksidasyona sebep olabilirler. Oncelikle yag asidi, hidrojen ve
kendi tizerinde birer elektron kalacak sekilde pargalanarak lipid radikalini olusturur.
Olusan lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalinin
olugmasini saglar. Lipid peroksil radikali de diger doymamuis yag asitleri ile tepkimeye
girerek hiicrede zincirleme reaksiyon olustururlar (Memisogullari, 2005). Lipidlerin
oksidasyonu, lipid peroksil radikali, lipid alkoksil radikali, alkil radikali, lipid aldehid
gibi peroksidasyon {irlinlerinin meydana gelmesini saglar (Celikezen ve Ertekin,
2008). Lipid peroksidasyonunu kantitatif olarak belirlemede kullanilan yontemlerden
biri, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehitin (MDA), tiyobarbutirik

asit ile 6l¢timiidiir (Ohkawa ve ark., 1979).

2.8. Asetilkolinesteraz

Asetilkolin, sinir sistemindeki dnemli nérotransmitterlerden biridir. Basta sinir ve kas
dokusundaki eritrositlerde olmak iizere pek ¢ok dokuda yaygin olarak bulunan bir
enzim olan asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolini, kolin ve asetik aside hidroliz
ederek sinir iletiminin bitirilmesini  saglayan bir glikoproteindir. AChE
fonksiyonlarinda olusan kayip, sinaptik araliklarda asetilkolinin birikmesine neden
olarak felg, nobet ve oliime sebep olur. (Tiiyli Kiiclikkiling, 2014; Uludag, 2015).
AChE enziminin inhibe edilmesi sonucunda, sinir kas kavsaginda asetilkolin birikir ve
stirekli etkin kalir. Bu durum postsinaptik sinir hiicrelerinin siirekli depolarize olmasini

saglar. Ozellikle organofosfatli bilesikler, asetilkolinesterazin aktif béliimiindeki serin
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aminoasitine kovalent bag ile baglanarak AChE enzimini inhibe ederler (Uludag,
2015).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Lineer alkil benzen siilfonik asit

Calisma kapsaminda lineer alkil benzen siilfonik asit (LAS) Sigma Aldrich CAS No:
25155-30-0 kullanilmigtir

3.1.2. Zebra baligi embriyo eldesi

Tez calismasi kapsaminda kullanilan zebra balifi embriyolar1 Sakarya Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Balik Yetistirme Laboratuvari’nda elde edidi.
Laboratuvar biinyesinde 50x23x20 cm boyutlarinda akvaryumlar kuruldu.
Akvaryumlar kloru giderilmis ¢esme suyu ile doldurulup igerisine 1siticilar
yerlestirildi. Su sicakliginin 28+1°C olmast saglandi. Akvaryum igerisindeki su hava
motoru yardimiyla oksijenlendirildi. Ureme olgunluguna erismis zebra baliklari
yumurtlama akvaryumlari icerisine 2 erkek: 1 disi oraninda yerlestirildi. Laboratuvar
icerisinde zamanlayict kullanilarak 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik 151k periyodu
olusturularak baliklarin tiremesi i¢in gereken sirkadien ritm olusturuldu. Isigin
acilmasim takiben 15-20 dakika sonra elde edilen zebra baligi embriyolar1 toplandi.
Olii embriyolar ortamdan uzaklastirilirken, yasayan embriyolarin gelisim evreleri ve
saglikli gelisip gelismedikleri stereo mikroskop altinda gozlendi. Embriyolara LAS

uygulamasi segmentasyon asamasinda (yaklasik 2,5. saat) yapildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. LCso degerinin belirlenmesi

LAS’m zebra baligi embriyolarinda populasyonun yarisimm = Oldiiren letal
konsantrasyonunun (LCso) belirlenmesi i¢in embriyolar kontrol ve doz gruplarina
ayrildi. Kontrol grubuna sadece akvaryum suyu, doz gruplarina ise sirasiyla 16 mg/L,
8 mg/L, 4 mg/L, 2 mg/L,1 mg/L, 0.5 mg/L, 0,25 mg/L, 0,125 mg/L LAS uygulamasi
yapildi. 24, 48, 96 ve 12 saatlik LCso konsantrasyonlart SPSS 20.0 kullanilarak
istatistiksel olarak hesaplandi. Belirlenen LC50 diizeylerine gore, toksisite deneylerini
yapmak i¢in zebra balig1 embriyolarina 1mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L oraninda LAS
uygulamasi yapildi.

3.2.2. Toksisite analizleri

Kontrol ve LAS uygulamasi (Img/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L LAS) yapilmis
embriyolar, segmentasyon asamasinda 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina alindi. 5
giin boyunca embriyolarin 6liim oranlari, goriilen gelisim anomalileri, koryondan ¢ikis
zamanlar1 ve oranlari, pre-larvalarin boy uzunluklari tespit edildi. Sonuglar SPSS 20.0

kullanilarak istatistiksel olarak hesaplandi.

3.2.3. Histolojik analizler

Kontrol ve deney gruplarinda (1mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L LAS) bulunan
embriyolardan 60 giin boyunca Ornekler alindi. Alinan 6rneklerin 151k mikroskobu
altinda incelenecek hale gelebilmesi icin rutin histolojik islemler uygulanda.

3.2.3.1. Fiksasyon

Alinan embriyolar Bouin fiksatifi igerisinde 24 saat boyunca tespit edildi (Tablo 3.1.)
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Tablo 3.1. Isik mikroskobu i¢in fiksasyon (tespit) uygulamasi

Fiksatifin Ad1 Fiksatifin icerdigi Maddeler =~ Madde Miktar1 Uygulama siiresi
Bouin Fiksatifi Suda doymus pikrik asit 75 ml 2-24 saat

%40 Formaldehit 25 ml

Glasiyal asetik asit Sml

3.2.3.2. Dehidrasyon

Tespit islemini takiben dokular konsantrasyonu artan alkol serilerinden gegirilerek

igerisinde bulunan suyun uzaklasmasi ve dokuya alkoliin girmesi saglandi (Tablo 3.2.)

Tablo 3.2. Dehidrasyon uygulamast

Soliisyon Uygulama Siiresi
%70 Etanol 30 dk
% 90 Etanol 30 dk
%095 Etanol 30dk
%100 Etanol 30dk

3.2.3.3. Seffaflastirma ve parafine gomme

Dokular, konsantrasyonu artan alkol serilerinden gegirildikten sonra 2 kez ksilolde
30’ar dakika bekletildi. Boylece dokudaki alkoliin yerini ksilol ile degistirmesi
saglandi. Ksilol uygulamasinin hemen ardindan dokular 58 °C’lik etiivde s1v1 parafin
icerisinde 1 gece bekletildi. Ertesi glin embriyo ya da larvalar, kesit diizlemine gore

parafin igerisine gdmiildii.

3.2.3.4. Kesit alma

Parafin icerisine gomiilen embriyo ve larvalardan Leica marka doner mikrotom

kullanilarak 5 pm boyutunda kesitler alindi. Kesitler su banyosuna atildiktan sonra

albiimin mayer siiriilmiis lamlarin {izerine alind1 ve kurumas1 beklendi.
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3.2.3.5. Histolojik boyamalar
a) Best Carmin boyama yontemi:
Bol miktarda glikojen taneleri iceren primordiyal germ hiicreleri, Best Carmine boyasi

ile spesifik olarak boyandi. Best carmin boyasinin hazirlanisi ve boyama yontemi
asagidaki gibidir (Tablo 3.3., Tablo 3.4.).

Tablo 3.3. Best Carmin boyasinin hazirlanmasi

Best Carmin Stok Soliisyonu Madde adx Miktar1
Carmine 2g
K>COs3 lg
Potasyum kloriir Sg
Saf su 60 ml

Best Carmin Boyama Soliisyonu Madde ad1 Miktari
Stok soliisyon 10 ml
%095 Etanol I5m
Amonyak 15 ml

Tablo 3.4. Best Carmin boyama yontemi

1 Ksilol 10 dk.

2 Ksilol 10 dk.

3 %100 etanol 10 dk.

4  Etanol:Eter (1:1) 15 dk.

5  Lamlan dik siiz

6  Musluk suyunda akit 1-2 dk.

7  Hematoksilen boyama 5 dk.

8  Akansu altinda 30 sn

9  Best Carmin boyama soliisyonu 20 dk.

10 Metanol 3x 10 dk.
11  Aseton 3x10dk
12 Aseton:Ksilol (1:1) 10 dk.

13 Ksilol 10 dk.

14 Ksilol 10 dk.

15 Entallan ile kapama
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b) Toluidin Blue boyama yontemi

Primordiyal germ hiicreleri, igerdikleri elektronca yogun materyal (nuage materyali)
sayesinde Toluidin Blue boyasi ile spesifik bir sekilde boyandi ve 1s1k mikroskobu
altinda kolayca teshis edildi. Toluidin blue boyama yontemi asagidaki gibidir (Tablo
3.5, Tablo 3.6.).

Tablo 3.5. Toluidin blue boyasmimn hazirlanisi yontemi

Periyodik Asit Madde Ad1 Miktar1
Soliisyonu

Periyodik Asit lg

% 90 Etil Alkol 100 ml

Tablo 3.6. Toluidin blue boyama yontemi

1 Ksilol 5 dk.
2 %100 etanol 2dk
3 %095 etanol 2dk
4 %70 etanol 2dk
5 Distile su 30 sn
6 Toluidin blue (0.5g/L) 2 sn
7 Distile su 4 dk
8 %70 etanol 2dk
9 %95 etanol 2dk
10 %100 etanol 2dk
11 Ksilol 2 dk
12 Entellan ile kapama

c) Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemi

PAS, dokudaki polisakkaritleri tespit etmek amaciyla kullanilan bir boyadir.
Primordiyal germ hiicreleri, glikojence zengin olduklarindan PAS boyast ile spesifik
olarak boyanirlar. PAS boyasinin hazirlanis1 ve boyama yontemi asagidaki gibidir

(Tablo 3.7., Tablo 3.8).



Tablo 3.7. Periyodik Asit Soliisyonunun Hazirlanist

Periyodik Asit Madde Ad1 Miktar
Soliisyonu

Periyodik Asit lg

% 90 Etil Alkol 100 ml

Tablo 3.8. Periyodik Asit Schiff Boyama Protokolii

1 Ksilol 10 dk
2 Ksilol 10 dk
3 %100 Etanol 10 dk
4 Periyodik Asit 2 saat
5 %90 Etanol 5dk
6 Sudan Gegir

7 Schiff Ayraci 10 dk
8 Siilfit Soliisyonu 5 dk
9 Akarsu altinda 5dk
10 Hematoksilen ile zit boyama 3dk
11 %96 Etanol 3dk
12 %100 Etanol 3dk
13 %100 Etanol 3 dk
14 Ksilol 10 dk
15 Ksilol 10 dk
16 Kapama

d) Alkalin Fosfataz boyama yontemi

boyamaktadir. Alkalin fosfataz boyama protokolii asagidaki gibidir (Tablo 3.9.).

Tablo 3.9. Alkalin Fosfataz Boyama Y 6ntemi

1 Ksilol 10 dk
2 %100 Etanol 10 dk
3 %96 Etanol 10 dk
4 %90 Etanol 10 dk
5 %70 Etanol 10 dk
6 Saf su 5dk

7 Inkiibasyon soliisyonu (37 °C lik etiivde) 2 saat
8 Oda sicakliginda sogutma 30 dk
9 %?2’lik CaCl, 1 dk

10 %2’lik CoCl» 5dk

11 Saf su 30 sn
12 Amonyum siilfiir 1 dk

13 Cesme suyunda yikama 30 dk
14 %70 Etanol 10 dk
15 %90 Etanol 10 dk
16 %96 Etanol 10 dk
17 %100 Etanol 10 dk
18 Kiilol 10 dk

19 Entellan ile kapama

37

Primordiyal germ hiicreleri alkalin fosfataz enzim aktivitesine sahiptir. Bu enzim
adindan da anlasilabilecegi gibi alkali pH da substratin1 defosforile eden enzimdir. Bu

yiizden, alkalin fosfataz boyast primordiyal germ hiicrelerini spesifik olarak
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3.2.4. AkKridin turuncusu boyamasi

Koryonlarindan ¢ikarilan zebra baligi embriyolar: petri igerisindeki yagama ortamina
alindi. Daha sonra akridin turuncusu boyasi, (Sigma) 5 pg akridin turuncusu / ml
akvaryum suyu olacak sekilde embriyo ortamina eklendi ve homojen bir sekilde
karigmasi saglandi. Embriyolar akridin turuncusu igerisinde 30 dk boyunca bekletildi.
Boyamadan sonra embriyolar %4’liilk 3-amino benzoik asit metilester icerisinde

anestezi edildi ve 6lii hiicreler florasan mikroskop ile fotograflandi.

3.2.5. TUNEL yéntemi

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemi,
Milipore Apoptag Peroxidase in situ Apoptosis Kit- S7100 kullanilarak yapilmistir.
TUNEL, Apoptozun en énemli belirtilerinden biri olan DNA’nin kirik ucundaki 3°’OH
grubuna dUTP baglanarak apoptotik hiicrelerin tanimlanmasina yonelik bir yontemdir.
Bu yontemle hiicrede DNA’daki tek ve cift zincir kiriklarinin yani sira kromatin
kondensasyonu ile baslayan erken evre apoptoz da tespit edilebilmektedir. TUNEL
tekniginin uygulanis1 asagidaki gibidir:

- Embriyolar %4’liikk paraformaldehit igerisinde 1 gece boyunca +4 °C’de fikse edildi.
- Embriyolar PBS ile yikanir. Proteinaz K ile muamele edildikten sonra 4 dk 2 mg/ml
glisin igerisinde tutuldu.

- %4’liik paraformaldehit icerisinde 20 dk bekletilerek yeniden fikse edildi.
-Embriyolar 3 x 5 dk PBS ile yikandu.

-Embriyolar etanol:asetik (2:1 v/v) asit igerisinde 15 dakika bekletildi.

-Kit igerisinde bulunan dengeleme tamponu, TdT enzim soliisyonu ve durdurma
tamponu ile muamele edildi.

-Anti-DIG-AP antikor uygulamasi yapildi.

-Substrat ile boyanarak embriyolar 151k mikroskobu altinda incelendi. Kahverengi
renge boyanan apoptotik hiicreler diger hiicrelerden kolaylikla ayirt edildi. Kontrol ve
deney grubuna ait embriyolardaki (n=15) apoptotik hiicreler sayilarak kontrol ve
deney gruplarindaki apoptotik hiicre indeksi istatistiksel yontemlerle belirlendi.
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3.2.6. Biyokimyasal analizler

3.2.6.1. %10’luk embriyo homojenatinin hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler, kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik larvalar (n= 100)
kullanilarak yapildi. Larvalar, homojenat ¢6zeltisi (Tablo 3.10.) ile homojenize edildi

(Sekil 3.1.). Elde edilen homojenat 12,000 rpm’de 4°C’de 20 dk santrifiij edildi.

Tablo 3.10. Homojenat tamponunun hazirlanmasi
Na,HPO, 0.356 g
Siikroz 825¢

Total hacim 100 ml’ye tamamlanir. pH 8’e ayarlanir.

Sekil 3.1. Embriyolarin homojenize edilmesi

3.2.6.2. Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Bradford yontemi ile total protein tayini, Coomassie Brillant Blue (G-250) boyasinin
proteinlere baglanmasi sonucunda 595 nm’de absorbanslarinin 6lgiilmesine dayanan

bir yontemdir (Bradford, 1976).

-Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢n 0,1 g/L lik albiimin stok ¢ozeltisinden %20, 40,
60, 80 oraninda seyreltilmis 4 standart ¢ozelti hazirlandi.
- Kor, standart ve numune tiipleri olusturularak asagidaki sekilde calisildi (Tablo 3.11.)
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Tablo 3.11. Bradford Yo6ntemine Gére Embriyolarda Protein Tayini

Numune S1 S2 S3 S4 Kor
Albumin (0.1 g/L) - 20 pl 40 pl 60 pl 80 ul -
Doku homojenati 25 ul - - - - -
Distile su 775 pl 780 pul 760 ul 740 pl 720 pl 800 pl
VORTEKS ILE KARISTIRILIR
Bradford Reaktifi 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 ul 200 pl
VORTEKS ILE KARISTIRILIR

Oda sicakliginda 15 dk beklendikten sonra 595 nm’de kore karsi1 absorbanslar 6l¢iildii.

Protein standart grafigi ile toplam protein miktar1 hesaplandi.

3.2.6.3. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Hiicrede lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
tepkimesi sonucu olusan {iriiniin absorbansinin spektrofotometrik olarak 6l¢iimiine
dayanan yontemdir (Ledwozyw ve ark., 1986). Kor ve numune tiipleri olusturularak

asagidaki sekilde calisildi (Tablo 3.12.).

Tablo 3.12. Ledwozyw Y 6ntemi ile Embriyolarda MDA Y 6ntemi

Numune Kor
Doku homojenati 0.25 ml -
Distile su - 0.25 ml
Triklorasetik asit (TCA) 1.25 ml 1.25 ml

cozeltisi (1.22 M)
VORTEKS ILE KARISTIRILIR VE 15 DK BEKLENIR.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) 0.75 ml 0.75 ml
cozeltisi (0.047 M)

VORTEKS ILE KARISTIRILIR VE 30 DK. KAYNAR SU BANYOSUNDA BEKLETILIR.
n-Biitanol 2 ml 2 ml

Her tiip vortekslendikten sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ayrisan biitanol
faz1 alinarak 532 nm’de kore karst absorbanslar olgiildii. Sonuclar, doku
homojenatindaki MDA igin belirlenmis ekstinksiyon katsayis1 (1.56.x10° Mcm™)
kullanilarak nmol MDA/ mg protein olarak hesaplandi.
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3.2.6.4. Indirgenmis glutatyon (GSH) miktarinin belirlenmesi

Silfidril gruplari ile Ellman Ayraci’nin (DTNB; 5-5’ ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit)
reaksiyonu sonucu olusan iriiniin 412 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiimiine

dayal1 bir yontemdir (Beutler, 1975). Gerekli ¢ozeltiler Tablo 3.13.’de verilmistir.

Tablo 3.13. GSH tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler

Cozeltinin Ad1 icerdigi Maddeler Madde Miktari
Sodyum sitrat ¢ozeltisi Sodyum sitrat 1g
Distile su 100 ml
Ellman Ayraci DNTB 40 mg
%1°1ik sodyum sitrat ¢ozeltisi 100 ml
Proteinsizlestirme Cozeltisi Metafosforik asit 1,67g
EDTA-Na 02g
NaCl 30g
Distile su 100 ml
Disodyum fosfat Cozeltisi Na,HPO4 4,26 g
Distile su 100 ml

Her bir numune i¢in tiiplere 0,2 ml doku homojenat1 ve 0,3 ml proteinsizlestirme
cozeltisi eklendi. Tipler vorteks ile karistirilip 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant alindi. Kor ve numune tiipler

olusturuldu ve asagidaki gibi calisildi (Tablo 3.14.).

Tablo 3.14. Beutler yontemine gére GSH tayini

Numune Kor
Distile su - 0,2 ml
Siipernatant 0,2 ml -
Disodyum fosfat cozeltisi 0,8 ml 0,8 ml
Ellman Ayraci 0,1 ml 0,1 ml
VORTEKS ILE KARISTIRILIR

Oda sicakliginda 5 dk beklendikten sonra 412 nm’de kore karsi absorbanslar
kaydedildi. GSH, ekstinksiyon katsayis1 (13600/ M-'em™) kullanilarak GSH pg/mg

protein olarak hesaplandi.
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3.2.6.5. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz enzimi H»O>’nin H,O ve O:’ye doniisiimiinii katalizler. Bu doniisiim, 1
dakikada 240 nm’deki absorbansin azalmasi ile izlenir (Aebi, 1974). Cozeltilerin

hazirlanis sekli Tablo 3.15.’de verilmistir.

Tablo 3.15. CAT tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler

Cozeltinin Ad1 icerdigi Maddeler Hazirlanis1
Fosfat Tamponu (50 mM) KH,PO4 (6,81 g/L) 1 hacim
Na;HPO4.2H,0 (8.90 g/L) 1,5 hacim
H20: ¢ozeltisi+Fosfat Tamponu  %30’luk H,O, ¢bzeltisi 0,31 ml
50 mM lik fosfat tamponu  Son hacim 100 ml ye
tamamlanir.

Doku homojenat1 1/10, 1/20, 1/50 oraninda serum fizyolojik ile seyreltildi. Seyreltme
islemi yapildiktan sonra 5-10 dk i¢inde calisildi. Kér ve numune tiipleri olusturularak

Aebi metodu asagidaki gibi uygulandi (Tablo 3.16.).

Tablo 3.16. CAT tayini i¢in ¢dzeltilerin hazirlanis

Numune Kor
Fosfat Tamponu - 0.2 ml
Seyreltilmis Homojenat 0.4 ml 0.4 ml
H20: c¢ozeltisi+Fosfat Tamponu 0.2 ml -

240 nm’de absorbanslar kore kars1 okunarak kaydedildi. Ekstinksiyon katsayis1 0,004
(0,00394) mM'/mm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz Oniine alinarak

sonuclar hesaplandi. U/mg protein dk cinsinden hesaplama yapilda.

3.2.6.6. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin belirlenmesi

Asetilkolin esteraz enzimi dokularda asetilkolini inhibe eden enzimdir. Cozeltilerin
hazirlanis1 (Tablo 3.17.) ve deneyin yapilist (Tablo 3.18.) asagida verilmistir (Ellman
ve ark., 1961).
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Tablo 3.17. AChE tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler

Cozeltinin Ad1 icerdigi Maddeler Madde Miktari Hazirlanisi
DTNB Belirteci Sodyum fosfat 875¢g Kimyasallar bir miktar
NaHCO3 I,5¢g su igerisinde ¢ozlilerek
DTNB 396 ¢g son hacim 1L ye
tamamlanir. (pH=7)

Sodyum Tamponu Sodyum fosfatdihidrat 875¢g Bir miktar suda ¢oziiliir.
NaOH ¢ozeltisi (IN) ile
pH 8 e ayarlanir. Son
hacim 1 L ye
tamamlanur.

Asetilkolin iyodiir Asetilkolin iyodiir 0,50868 g 0.05 M’lik sodyum
fosfat tamponunda

¢Oziiliir. Son hacim 100
ml ye tamamlanir.

Deney her numunenin kendi korii olacak sekilde yapildi.

Tablo 3.18. Ellman yontemine gore AChE tayini

Numune Kor

DNTB Belirteci 100 pl 100 pl
Doku Homojenati 100 pl 100 pl

VORTEKS ILE KARISTIRILIR VE SADECE KOR 65°C’DE 3 DK. BEKLETILIR
Sodyum Tamponu 2,7 ml 2,7 ml

VORTEKS iLE KARISTIRILIR ve 37 °C’DE 5 DK. BEKLETILIR.
Asetilkolin Iyodiir 100 pl 100 pl
37 °C’DE 10 DK BEKLENIR.

Absorbans degerleri 412 nm’de dlgiildii.

3.2.7. istatistiksel analizler

Tiim istatistiksel analizler SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi. Embriyolarin 24,
48, 72, 96 ve 120 saatlik LCso dozlarinin belirlenmesi icin Probit analizi uygulandi.
Diger tiim analizlerde ANOVA testi kullanilarak istatistiksel anlamlilik tespit edildi.
[statistiksel olarak anlamli bulunan gruplarin aralarindaki iliski ise ANOVA Post Hoc
testlerinden Tukey HSD testi yapilarak incelendi. Istatistiksel anlamlilhk diizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. LCs0 Degerinin Hesaplanmasi

LAS uygulamasi yapilan zebra balig1 embriyo ve prelarvalarinda SPSS 20.0 programi
kullanilarak yapilan Probit analizleri sonucunda LCso degerleri, 24 saat i¢in 5,769 +
0,791, 48 saat icin 4,769 + 0,759, 96 saat i¢in 2,306 = 1,037 ve 120 saat i¢in 2,095 +
0,955 mg/L olarak tespit edildi. Elde edilen LCso degerleri gdz dniine alinarak ¢alisma
stiresince uygulanacak dozlar 1 mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L olarak belirlendi.

4.2. Gelisim Toksisitesi Analizleri

Segmentasyon asamasinda 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina alinan kontrol ve doz
grubuna (Img/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L LAS) ait embriyolarin 6liim oranlar,
gelisimleri, boy uzunluklar1 ve koryondan ¢ikis zamanlar1 invert mikroskop altinda 5
giin boyunca takip edildi. Kontrol grubuna kiyasla embriyo 6liim oranlarinda 0,25
mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta minimum diizeyde fark goriildi. 0,5 ve 1 mg/L
LAS uygulamasi yapilan gruplarda doz artisina bagli olarak 6liim oraninda artig tespit
edildi. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilan grupta anlamli diizeyde artis belirlendi
(p<0,05) (Sekil 4.1.).

Zebra balig1 embriyolarimin kontrol ve deney gruplarinda koryondan ¢ikis oranlari
izlendiginde, gelisimin 3. giiniinden itibaren koryondan ¢ikmaya basladiklar1 ve
prelarva olarak suda serbest halde yiizdiikleri goriildii. Deney gruplar1 kontrol gruplari
ile kiyaslandiginda 0,25 ve 0,5 mg/L LAS uygulamasit yapilmis embriyolarda
koryondan ¢ikis oraninda minimal diizeyde azalma tespit edildi. 1 mg/L LAS
uygulamasi yapilmis grupta ise kontrol grubuna kiyasla koryondan ¢ikis siiresinde

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. LAS uygulamasi sonucu zebra balig1 embriyolarinda 6liim oranlari (p<0,05)
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Sekil 4.2. LAS uygulamasi sonucu zebra balig1 embriyolarinda koryondan ¢ikma orani (p<0,05)

Kontrol ve deney grubuna ait embriyolarin gelisimleri 5 glin boyunca invert mikroskop
altinda izlendi. Normal ve anormal gelisen embriyolarin sayilari not edildi. Kontrol
grubunda anormal gelisen embriyoya rastlanmazken, 0,25 ve 0,5 mg/L LAS
uygulamasi yapilan gruptaki embriyolarda minimal diizeyde anormal gelisim tespit
edildi. 1 mg/L LAS uygulamasi kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
anormal gelisime sebep oldugu tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. LAS uygulamasi sonucunda zebra baligi embriyolarinda goériilen anomali orani

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta omurga egriligi ve vitelliis kesesi 6demi
goriildii. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta perikardiyal 6dem, vitelliis kesesi
O0demi ve omurga egriligi tespit edildi. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta, diger
gruplara gore daha ciddi anomaliler tespit edildi. Perikardiyal 6dem, kuyruk yapisinda

ve omurgada egrilik, vitelliis kesesi 6demi, ve vitelliis kesesinde yayilma goriintiilendi
(p<0,05) (Sekil 4.4.).

Gelisimin 5. giinlinde kontrol ve deney grubuna ait prelarvalarin boylar1 6l¢iildi.
Kontrol grubuna kiyasla, 0,25 ve 0,5 mg/L LAS uygulamas:1 yapilan gruptaki
prelarvalarda minimal diizeyde kisalma goriiliirken, 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis
gruptaki embriyolarin boylarinda belirgin bigimde kisalma tespit edildi (p<0,05) (Sekil
4.5.).
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Sekil 4.4. Kontrol ve doz grubuna ait zebra balig1 embriyolarinda goriilen anomaliler. a: kontrol grubu 1. giin, b)
Kontrol grubu 3. giin, ¢) 0,25 mg/L LAS grubu 1. giin, perikardiyal 6dem ve vitelliis kesesi 6demi d) 0,25
mg/L LAS grubu 3. giin, omurga egriligi, ) 0,5 mg/L LAS grubu 1. giin, perikardiyal 6dem ve vitelliis
kesesi 6demi, f) 0,5 mg/L LAS grubu 3. giin, omurga egriligi, g) 1 mg/L LAS grubu, 1. giin, perikardiyal
6dem, vitelliis kesesinde biiyiime, h) 1 mg/L LAS grubu, 3. giin, perikardiyal 6dem, vitelliis kesesi 6demi
ve kuyrukta egrilik.
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Sekil 4.5. 5 giinlitk LAS uygulamasi sonucunda zebra balig1 prelarvalarinin boy uzunluklari

4.3. Akridin Turuncusu Boyamasi

Akridin turuncusu (3,6-dimetilaminoakridin), hiicreler tarafindan kolayca emilen ve
niikleik asitlere baglanan vital ve metakromotik bir boyadir. Akridin turuncusu, canli
dokuda hiicre 6liimiinii gézlemek i¢in kullanilmaktadir. TUNEL (Terminal dUTP Nick
End-Labeling) teknigi ile kiyaslandiginda akridin turuncusu boyamasi hizli bir islem
oldugundan dolay1 daha avantajlidir.

Kontrol ve deney grubuna ait 1 gilinlik zebra baligi embriyolar1 koryonlarindan
cikarildiktan sonra akridin turuncusu boyasina 30 dk boyunca maruz birakildi. Akridin
turuncusu boyamasi sonrasinda 6lii hiicreler floresan mikroskop altinda parlak yesil
renkte gozlendi. Kontrol grubunda hiicre oliimii gézlenmezken LAS uygulamasi

yapilmis embriyolarin vitelliis kesesinde ¢ok sayida 6lii hiicreye rastlandi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. 24 saatlik zebra balig1 embriyolarinda akridin turuncusu boyamasi. a) Kontrol grubu, b) 0,25 mg/L LAS
uygulamasi yapilmis grup, ¢) 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, d) 1 mg/L LAS uygulamasi
yapilmus grup

4.4. TUNEL Analizi

Programli hiicre 6liimii olan apoptozu tespit etmede en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri TUNEL analizidir. TUNEL teknigi ile akridin turuncusu boyamasi arasinda 6nemli
farklar bulunmaktadir. Akridin turuncusu ¢ift zincir DNA’ya baglanip hiicrenin yesil
floresan renkte goziikmesini saglar. TUNEL tekniginde, apoptotik hiicrelerdeki
endoniikleazlar tarafindan olusturulan DNA kiriklar1 spesifik olarak kahverengiye
boyanir. Yani akridin turuncusu lizozomal aktivitenin yogun oldugu 6li hiicreleri,

TUNEL ise apoptotik 6lii hiicreleri spesifik olarak boyar.

Deney kapsaminda negatif kontrol, kontrol ve deney gruplar1 (0,25 mg/L, 0,5 mg/L ve
Img/L LAS) olusturuldu. TUNEL analizi sonucunda negatif kontrolde herhangi bir
reaksiyon olusmazken, kontrol ve deney grubunda reaksiyon olusumu tespit edildi.
TUNEL analizi sonucunda kahverengi renkteki apoptotik hiicreler, 151k mikroskobu
altinda goriintiilendi. Embriyolarda bas ve kuyruk kisimlarinda apoptotik hiicreler

tespit edildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. 24 saatlik zebra baligi embriyolarinda TUNEL analizi. Kahverengi hiicreler apoptotik hiicreler olup
kirmiz1 yuvarlaklar ile isaretlenmistir. a) Negatif kontrol, b) Kontrol grubu, ¢) 0,25 mg/L LAS uygulamasi
yapilmig grup, d) 0,50 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, e) 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup,
f) 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, apoptotik hiicrelerin biiyiiltiilmiis hali.

Kontrol ve deney gruplarinda bulunan embriyolardaki apoptotik hiicreler sayilarak not
edildi ve istatistiksel yontemlerle kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farklar ortaya
konuldu. Kontrol grubuna kiyasla 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilan grupta
apoptotik hiicre sayist artmazken, 0,5 ve 1 mg/LL LAS uygulamasi yapilan grupta
belirgin bir artis gézlendi (p<0,01) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kontrol ve deney grubuna ait 24 saatlik zebra balig1 embriyolarindaki apoptotik hiicre sayilari

4.5. Biyokimyasal Analizler

4.5.1. Toplam protein miktar:

7 glinlik zebra baligi larvalarinda kontrol ve LAS uygulamasi yapilmis deney
gruplarina ait total protein miktarlar tespit edildi (Sekil 4.9.). Yapilan analizlere gore
kontrol ve deney gruplart arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Cesitli
konsantrasyonlarda (0,25, 0,5 ve 1 mg/L) LAS uygulamasinin, 7 giinliik zebra balig1

larvalarinda protein miktarinda degisim olusturmadigr goriildii.
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Sekil 4.9. Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinlilk zebra balig: larvalarindaki toplam protein miktart
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4.5.2. Lipid peroksidasyonu

Gelisimin 7. giiniinde LAS uygulamasinin oksidatif strese neden olup olmadigin
anlamak icin kontrol ve deney gruplarina ait larvalarda lipid peroksidasyonunun tirtinii
olan malondialdehit (MDA) miktarlarina bakildi. MDA analizleri sonucunda kontrol

ve deney gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra balig1 larvalarindaki MDA miktar:
4.5.3. Indirgenmis glutatyon (GSH) miktan

Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra baligi larvalarindaki indirgenmis
glutatyon (GSH) seviyeleri tespit edildi (Sekil 4.11.). Kontrol ve deney gruplari

arasinda anlamli fark bulunmada.
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Sekil 4.11. Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra baligi larvalarindaki GSH miktari

4.5.4. Katalaz (CAT) aktivitesi
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Gelisimin 7. giiniinde kontrol ve deney gruplarina ait zebra balig1 larvalarindaki CAT

miktarlar 6lgiildii (Sekil 4.12.). Kontrol ve deney gruplart arasinda anlamli bir fark

tespit edilmedi.

CAT aktivitesi (U/mg protein)

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

a
a
a
l I |
. . . I .

Kontrol 0,25 mg/L 0,5 mg/L 1 mg/L

Sekil 4.12. Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra balig1 larvalarindaki CAT miktari

455, Asetilkolinesteraz aktivitesi

Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra balig1 larvalarindaki asetilkolinesteraz

(AChE) aktivitesi tespit edildi (Sekil 4.13.). Kontrol ve deney gruplari1 arasinda anlamli

fark bulunmadi.
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Sekil 4.13. Kontrol ve deney grubuna ait 7 giinliik zebra baligi larvalarindaki AChE miktari (U/ml)

4.6. Histolojik Analizler

Kontrol ve LAS uygulamasi yapilan gruplarda, zebra baligi embriyo ve larvalarindan
60 giin boyunca ornekler alinarak rutin histolojik islemler uygulandi. Primordiyal
germ hiicrelerinin morfolojileri, konumlar1 ve go¢ yollar1 bu hiicreler ile pozitif
reaksiyon veren Best Carmin, Alkalin Fosfataz, PAS ve Toluidin mavisi boyamalari
yapilarak tespit edildi. Bunun yani sira gonad taslaklarinin olusma ve olgun bir gonad

yapisina farklilagsma siireci kontrol ve deney gruplarinda izlendi.

4.6.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait 6rneklerde primordiyal germ hiicreleri gelisimin 1. giliniinden
itibaren tespit edilip go¢ yollar1 izlenmeye baslandi. Gelisimin 1. giiniinde vitelliis
kesesi ile kas dokusu arasinda konumlanan primordiyal germ hiicrelerinin gelisim
boyunca solungac, kalp, karaciger, 6zafagus, ince barsak hattindan ilerleyerek son
olarak gonad taslaklarina ulastig1 incelenen kesitlerde tespit edildi. Gonad taslaklarina
ulasan primordiyal germ hiicrelerinin, burada mitoz boéliinme gecirdikleri ve
spermatogonyum ya da oogonyumlari olusturmak iizere farklilastigi goriildii.
Gelisimin ileri safhasinda bazofilik sitoplazmaya sahip bu hiicrelerde mayoz boliinme

faaliyetlerinin bagladig tespit edildi. Mayoz boliinme geciren hiicrelerin tip 1 ve tip 2



55

germ hiicrelerine farklilagtiktan sonra ovaryum veya testis yapisina doniistiikleri

goriintiilendi.

Kontrol grubunda gelisimin 1. (Sekil 4.14.) ve 2. giinlinde (Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.)

primordiyal germ hiicrelerinin vitellus kesesinin dorsalinde yer aldig: tespit edildi.

Sekil 4.14. Kontrol grubu,1 giinde goriilen primordiyal germ hiicresi. vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ
hiicresi, Best Carmine boyama, x100

Sekil 4.15. Kontrol grubu, 2. giinde goriilen primordiyal germ hiicresi. vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ
hiicresi, vk vitelliis kesesi. Alkalin Fosfataz boyama, x100
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Sekil 4.16. Kontrol grubu, 2. giinde somitler ile vitelliis kesesi arasinda bulunan primordiyal germ hiicreleri. vk:
vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ hiicresi, s:somit. Alkalin Fosfataz boyama, x100

3. giin itibari ile kalpte, solungacta (Sekil 4.17.) ve somitlerin ventralinde (Sekil 4.18.)
1g seklinde, go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. PAS boyasinin,
primordiyal germ hiicrelerindeki glikojen tanelerini spesifik bir sekilde boyadigi

goriildil.
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Sekil 4.17. Kontrol grubu, 3. giinde solunga¢ lamellerinde bulunan primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal
germ hiicresi, PAS boyama, x100

Sekil 4.18. Kontrol grubu, 3. giinde somitlerde goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi,
s:somit. PAS boyama, x100

Gelisimin 5. giiniinde, Best Carmin, Alkalin Fosfataz ve Toluidin mavisi boyalari ile

olumlu yonde reaksiyon veren primordiyal germ hiicreleri, solungacta (Sekil 4.19.)



58

kalpte (Sekil 4.20.), karacigerde (Sekil 4.21.), somitlerde ve ince barsakta (Sekil 4.22.)
tespit edildi. Bu bolgelerde bulunan primordiyal germ hiicreleri ig sekilliydi. Best
Carmin ve Toluidin mavisi boyamalar1 sonucunda primordiyal germ hiicreleri
igerisinde bulunan glikojen taneleri ve nuage materyali 151k mikroskobu altinda net bir

sekilde goriintiilendi.

Sekil 4.19. Kontrol grubu, 5. giinde solungag¢ lamellerinde bulunan primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal
germ hiicresi,:Best Carmine boyama, x100.
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Sekil 4.20. Kontrol grubu, 5. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, k:
kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.21. Kontrol grubu, 5. giinde karacigerde gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ
hiicresi, k: karaciger, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.22. Kontrol grubu, 5. giinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, vk: vitelliis kesesi. Toluidin mavisi boyama, x100.

Gelisimin 7. gilinlinde primordiyal germ hiicreleri, biiyiik niikleuslar1 ve graniillii
sitoplazmalar1 sayesinde diger hiicrelerden kolaylikla ayirt edildi. Primordiyal germ

hiicreleri, kalpte, ince barsakta ve somitlerin dorsalinde (Sekil 4.23.) goriintiilendi.

Sekil 4.23. Kontrol grubu, 7. glinde somitlerde goriilen primordiyal germ hiicresi. s: somit, PGH: primordiyal germ
hiicresi, PAS boyama, x100
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Gelisimin 10. (Sekil 4.24. ve Sekil 4.25.) ve 12. gliniinde (Sekil 4.26. ve Sekil 4.27.)
gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicrelerinin 6zofagusta,
karacigerde, ince barsakta ve somitlerin dorsalinde ve ventralinde yer aldig1 tespit
edildi. Karacigerde bulunan primordiyal germ hiicreleri, sabit ve yuvarlak sekilli iken,
diger bolgelerde bulunan ve gonad taslaklarina gé¢ eden primordiyal germ hiicreleri

amorf idi.

Sekil 4.24. Kontrol grubu, 10. giinde karaciger ve 6zofagusta bulunan primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, kc: karaciger, Best Carmine boyama, x100
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Sekil 4.25. Kontrol grubu, 10. giinde somitlerin kenarinda bulunan primordiyal germ hiicresi, s: somit, PGH:
primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100

Sekil 4.26. Kontrol grubu, 12. giinde dzofagusta goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, o: 6zofagus, Best Carmine boyama, x100
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Sekil 4.27. Kontrol grubu, 12. giinde kalpte goriilen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, k:
kalp, Toluidin mavisi boyama, x100

Gelisimin 13. giiniinde 6zofagus, karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.28.) amorf
primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi. Histolojik kesitlerde gonadal bdlgede
primordiyal germ hiicrelerinin goniyal hiicrelere farklilasarak olusturdugu ilkel bir

gonad yapist tespit edildi (Sekil 4.29.).

Sekil 4.28. Kontrol grubu, 13. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100
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Sekil 4.29. Kontrol grubu, 13. giinde gonadal bolge, ib: ince barsak, gd: gonad. PAS ve Toluidin mavisi boyama,
x100, x4.

16. (Sekil 4.30. ve Sekil 4.31.) ve 17. (Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.) giinlerde alinan
kesitlerde primordiyal germ hiicrelerinin 6zofagusta, karacigerde, kalpte ve ince
barsakta yer aldig1 goriildii. Kalpte gozlenen primordiyal germ hiicreleri ig seklinde,
0zofagus ve ince barsaktaki hiicreler ise daha yuvarlak sekildeydi. Gelisimin bu
sathasinda germ hiicreleri, koyu boyanmig g¢ekirdekleri ile net bir sekilde diger
hiicrelerden ay1rt edildi. Gonad yapisi incelendiginde, primordiyal germ hiicrelerinin
goniyal hiicrelere farklilastig1 goriildii. Bu bolgede pek ¢cok goniyal hiicrenin bir araya
gelmesiyle olusan ilkel bir gonad yapisi tespit edildi.
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Sekil 4.30. Kontrol grubu, 16. giinde kalpte goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi,

k: kalp Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.31. Kontrol grubu, 16. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.32. Kontrol grubu, 17. glinde 6zofagusta goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ

hiicresi, o: 6zofagus, kc: karaciger, PAS boyama, x100.

Sekil 4.33. Kontrol grubu, 17. giinde gonadal bdlgeye gb¢ eden primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal

germ hiicresi, , gd: gonad, hk: hava kesesi, Toluidin mavisi boyama, x40

Gelisimin 19. giinliinde 6zofagusta (Sekil 4.34.), ince barsakta ve somitlerde (Sekil
4.35.), go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Onceki giinlere

nazaran daha gelismis bir gonad yapisi izlendi. Alinan kesitlerde bazofilik
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sitoplazmaya sahip germ hiicrelerinin farklilagmaya basladig: tespit edildi. Gonad
yapisi incelendiginde, kist benzeri goniyal hiicrelerde mitotik aktiviteler goriilmeye

basland1 (Sekil 4.36.).

Sekil 4.34. Kontrol grubu, 19. glinde 6zofagusta goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama, x100.

Sekil 4.35. Kontrol grubu, 19. giinde somitlerde goériilen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi,
s: somit, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.36. Kontrol grubu, 19. giin, gonad yapisi, ok: hiicrelerde mitotik aktivite, gd:gonad, Alkalin Fosfataz
boyama, x100

25. giin itibari ile go¢ etmekte olan ig sekilli primordiyal germ hiicrelerine kalpte (Sekil
4.37.), solungagta (Sekil 4.38.), karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.39.) rastlandi.
Bu hiicreler graniilli sitoplazmalar1  sayesinde kolayca teshis edildi.
Sitoplazmalarinda, alkalin fosfataz aktivitelerinin yogun oldugu goriildii. Igerdikleri
nuage materyali sayesinde oval sekilli bu hiicrelerin Toluidin mavisi boyasi ile farkli
bir sekilde boyandig1 goriildii. Gonad yapisinda cinsiyet farklilasmasinin basladigi,
primordiyal germ hiicrelerinin morfolojik olarak goniyal hiicreler olan oogonyum ya
da spermatogonyumlara farklilastigi gozlendi. Buna karsin net bir cinsiyet tespiti
yapilamadi. Goniyal hiicrelerin, tip 1 ve tip 2 germ hiicrelerini olusturmaya
basladiklar1 tespit edildi. Tip 1 germ hiicresinin bazofilik sitoplazmali, biiyiik ¢ekirdek
ve birkag¢ cekirdek¢ige sahip oldugu goriildii. Tip 2 germ hiicresi ise, tipl germ
hiicresine gore daha biiylik boyutlu, karyoplazmasinda kromatin iplikler igeren
hiicreler oldugu tespit edildi. Daha sonra bu hiicrelerin periniikleolar oositlere

farklilagtig1 goriildii. (Sekil 4.40.)
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Sekil 4.37. Kontrol grubu, 25. giinde kalpte gzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi,
k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100

Sekil 4.38. Kontrol grubu, 25. giinde solunga¢ lamellerinde gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal

germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100
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Sekil 4.39. Kontrol grubu, 25. giinde ince barsakta gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, Best carmin boyama, x100

Bl

Sekil 4.40. Kontrol grubu, 25. giin, gonad yapisi, gd: gonad, gcl: tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, poc:

periniikleolar oosit, Alkalin Fosfataz boyama, x100

Gelisimin 29. giiniinde, iri niikleuslu ve bol graniillii sitoplazmaya sahip go¢
durumundaki primordiyal germ hiicreleri, kalpte (Sekil 4.41.), solunga¢ lamellerinde

(Sekil 4.42.), 6zofagusta (Sekil 4.43.) ve ince barsakta (Sekil 4.44.) goriildii.



71

Sekil 4.41. Kontrol grubu, 29. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi,,
k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.42. Kontrol grubu, 29. giinde solungag lamellerinde gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal
germ hiicresi,, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.43. Kontrol grubu, 29. giinde 6zofagusta gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi,, 0: 6zofagus, Toluidin mavisi boyama, x40.

Sekil 4.44. Kontrol grubu, 29. giinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi,, ib: ince barsak, Best carmin boyama, x100.

Gelisimin 33. giiniinde, kalpte (Sekil 4.45.), solungagta (Sekil 4.46.), karacigerde
(Sekil 4.47.) ve ince barsakta (Sekil 4.48.) ameboid hareketlerle go¢ etmekte olan

primordiyal germ hiicre gruplarmma rastlandi. Bu hiicrelerdeki alkalin fosfataz

aktivitesinin yogun oldugu goriildii. Katyonik yapiya sahip olan Toluidin mavisi
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boyasinin primordiyal germ hiicrelerinde bulunan elektronca yogun materyalleri
(nuage materyali) somatik hiicrelerden farkli bir bicimde boyadigi tespit edildi. Gonad
yapisi incelendiginde, goniyal hiicrelerin varligi goriildii. Bu hiicrelerin tip 1 ve tip 2
germ hiicrelerine farklilagtigi tespit edildi (Sekil 4.49.). Goniyal hiicrelerin kist benzeri
yapilar icerisinde organize oldugu gorildii (Sekil 4.50.).

Sekil 4.45. Kontrol grubu, 33. giin, kalpte gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi,
k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x40.
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Sekil 4.46. Kontrol grubu, 33. giin, solungagta gézlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.47. Kontrol grubu, 33. giin, karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.48. Kontrol grubu, 33. giin, ince barsakta gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.49. Kontrol grubu, 33. giin, gonad yapisi, PGH: primordiyal germ hiicresi, gn: goniyal hiicre, gcl: tip 1
germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, ct: kist benzeri yapilar, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.50. Kontrol grubu, 33. giin, gonad yapisi, gd: gonad, ct: kist benzeri yapilar, hk: hava kesesi, Alkalin
Fosfataz boyama, x100.

37. giinde, solungag lamellerinde (Sekil 4.51.), 6zofagusta (Sekil 4.52.), kalpte (Sekil
4.53.), karacigerde, ince barsakta (Sekil 4.54.) gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte
olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Ig seklinde olan ve sitoplazmasinda bol
miktarda glikojen graniilleri igeren bu hiicrelerin PAS ve Best Carmin boyalar ile,
icerdikleri bulutsu (nuage) materyaller sayesinde ise toluidin mavisi boyalart ile farkli
bir sekilde boyandiklar1 goriildii. Gonad yapisinda ise goniyal hiicrelerin tip 1 ve tip 2
hiicrelerine farklilastig1 goriildi. (Sekil 4.55. ve Sekil 4.56.).
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Sekil 4.51. Kontrol grubu, 37. giin, solungagta gbézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi,, s: solungag, Best carmine boyama, x100.

Sekil 4.52. Kontrol grubu, 37. giin, 6zofagusta gbzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, o: 6zofagus, Toluidin mavisi boyama, x40.



78

Sekil 4.53. Kontrol grubu, 37. giin, kalpte gézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi,
k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.54. Kontrol grubu, 37. giin, ince barsakta gbzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.56. Kontrol grubu, 37. giin. gonad yapisi, ib: ince barsak, gd: gonad, gn: goniyal hiicre, gcl: tip 1 germ
hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Gelisimin 42. giinlinde, solunga¢ lamellerinde (Sekil 4.57.), 6zofagusta, kalpte,
karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.58.) gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte olan
primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Onceki giinlere kiyasla daha gelismis bir
gonad yapist izlendi. Burada ¢ok sayida periniikleolar oosit net bir sekilde

goriintlilendi (Sekil 4.59.). Mitoz ve mayoz boliinme geciren pek ¢ok hiicre tespit
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edildi. Bu hiicrelerin genellikle 4-8 hiicreli kist benzeri yapilar icerisinde yer aldigi
goriildii. Kist benzeri olusumlarin orta kisminda limen oldugu tespit edildi. Bunun
yani sira dejenere oositler ve rezidual cisimcikler goriintiilendi. Gonadin testis

dokusunu olusturmak {iizere farklilasmaya basladig tespit edildi (Sekil 4.60.).

Sekil 4.57. Kontrol grubu, 42. giin, solungagta goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi,, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.



81

Sekil 4.58. Kontrol grubu, 42. giin, ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ
hiicresi, gd: gonad, PAS boyama, x100.

Sekil 4.59. Kontrol grubu, 42. giinde gonad yapisi, ib: ince barsak, gd: gonad, hk: hava kesesi, poc: periniikleolar
oosit, rb: rezidual cisimcikler, ao: Atretic oosit, sg: spermatogonyum. Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.60. Kontrol grubu, 42. giinde gonad yapisi, gd: gonad olusumu, meoc: mayoz boliinme gegiren hiicreler, st:
seminifer tiibiil, sg: spermatogonyum. PAS boyama, x100.

Gelisimin 47. giiniinde solungag, kalp (Sekil 4.61.), karaciger (Sekil 4.62.), ince
barsak, gonadal bolgede (Sekil 4.63.) primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Gonad
yapisinda farklilasan bolgede periniikleolar oositler, tip 1 ve tip 2 germ hiicreleri
goriildii. Cok sayida goniyal hiicrenin kist benzeri yapilar igerisinde yer aldig izlendi.
Kist benzeri yapilarin orta kisminda liimen goriintiilenemedi. Gonad yapisinin testis

yoniinde farklilagtig tespit edildi (Sekil 4.64.).
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Sekil 4.61. Kontrol grubu, 47. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi,
k: kalp, PAS boyama, x100.

Sekil 4.62. Kontrol grubu, 47. giinde karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ke: karaciger, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.63. Kontrol grubu, 47. giinde gonad bdlgesinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal
germ hiicresi, gd: gonad, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.64. Kontrol grubu, 47. giinde gonad yapisi, gd: gonad, hk: hava kesesi, poc: periniikleolar oosit, , gcl: tip
1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, st: seminifer tiibiil, sg: spermatogonyum. Alkalin Fosfataz
boyama, x100.

52. giinde, solungacg lamellerinde (Sekil 4.65.), karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.66.)
goc etmekte olan primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Solungag¢ lamellerinde
yuvarlak sekilli, ince barsaklarda goriilen primordiyal germ hiicreleri ise oval sekle

sahipti. Periniikleolar oositlerin dejenere olmaya baslayip gonad yapisinin testisi
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olusturmak iizere farklilastigi tespit edildi (Sekil 4.67.). Seminifer tiibiil yapisini

olusturmak iizere spermatogonyumlarin biraraya geldikleri goriintiilendi (Sekil 4.68.).

Sekil 4.65. Kontrol grubu, 52. giinde solungaglarda goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, s: solungag, PAS boyama, x100.

Sekil 4.66. Kontrol grubu, 52. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ
hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.67. Kontrol grubu, 52. giinde gonad yapisi. gd: gonad, ao: atretik oosit, poc: periniikleolar oosit, Toluidin
mavisi boyama, x100.

Sekil 4.68. Kontrol grubu, 52. giinde gonad yapisi. ib: ince barsak, gd: gonad, hk: hava kesesi, poc: periniikleolar
oosit, st: seminifer tiibiil, sg: spermatogonyum. Toluidin mavisi boyama, x40.

Gelisimin 57. giiniinde sadece gonadal bolgede ameboid hareketlerle go¢ etmekte olan
primordiyal germ hiicre grubuna rastlandi (Sekil 4.69.). Gonad yapisinin ve

farklilagsmasinin 52. giin ile benzer oldugu goriildii. Gonadin testis yoniinde
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farklilagtig1 tespit edildi. Spermatogonyumlarin seminifer tiibiiller icerisinde organize

olduklart gozlendi (Sekil 4.70.).

Sekil 4.69. Kontrol grubu, 57. glinde gonad bélgesinde goriilen pnmordlyal germ hiicreleri, gonad yapisi, gd:
gonad, PGH: primordiyal germ hiicresi. Toluidin mavisi boyama, x40.

9@3 ,4’

Sekil 4.70. Kontrol grubu, 57. giinde gonad yapist. ib: ince barsak, gd: gonad, poc: periniikleolar oosit, st: seminifer
tiibiil, sg: spermatogonyum. PAS boyama x40.

60. giinde, solungac¢ lamellerinde (Sekil 4.71.), karaciger ile hava kesesi arasinda

(Sekil 4.72.) ve gonadal bdlgede primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. ig sekilli bu
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hiicrelerin alkalin fosfataz boyamasina pozitif yanit verdigi goriildii. Gonad yapisinin
ovaryumu olusturmak iizere organize oldugu tespit edildi. Cok sayida periniikleolar

oosit ve primer oosit gozlendi (Sekil 4.73. ve Sekil 4.74.).

Sekil 4.71. Kontrol grubu, 60. giinde solunga¢ lamellerinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH:
primordiyal germ hiicresi, s: solungag. Alkalin Fosfataz boyama x40.

Sekil 4.72. Kontrol grubu, 60. glinde karaciger ile hava kesesi arasinda gézlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH:
primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, hk: hava kesesi. Alkalin Fosfataz boyama x40.
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Sekil 4.74. Kontrol grubu, 60. giinde gonad yapisi, poc: periniikleolar oosit, gd: gonad, Toluidin mavisi boyama,
x100.
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4.6.2. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis gruba ait
embriyo ve larvalarda solungag, kalp, karaciger, 6zofagus ve ince barsakta gonad
bolgesine dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Normal goc¢
yolu haricinde, beyin, kuyruk, kas tabakasi, bobrek, goz gibi bolgelerde go¢ yolundan
sapmis (ektopik) primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi. Biiyiik niikleusa ve
graniillii sitoplazmaya sahip primordiyal germ hiicreleri, go¢ etmekte olduklar1 i¢in
genellikle ig seklinde ya da amorf idi. Bu gruba ait larvalardan alinan ornekler
incelendiginde, 0,25 mg/L LAS uygulamasinin gonad farklilagmasini ve ergin gonad

olusumunu geciktirdigi kanaatine varildi.

0,25 mg/l. LAS uygulamasi yapilmig grupta gelisimin 1. giiniinde ameboid
hareketlerle go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri vitelliis kesesinin dorsalinde
tespit edildi (Sekil 4.75.). Embriyonun beyin (Sekil 4.76.) ve kuyrukta (Sekil 4.77.)
yani ektopik bolgelerde de go¢ yolundan ayrilan primordiyal germ hiicrelerine
rastland1. 1. giinde embriyonun dorsalinde, vitelliis kesesi ile somitler arasinda
konumlanmas1 gereken primordiyal germ hiicrelerinin 0,25 mg/L LAS uygulamasi

sonucunda go¢ yolundan ayrildiklar tespit edildi.
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Sekil 4.75. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 1. giinde vitelliis kesesi dorsalinde gozlenen primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.76. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 1. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH:
primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, b: beyin, g: g6z, Toluidin mavisi boyama, a- x40, b-x100.
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Sekil 4.77. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 1. giinde kuyrukta gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kuyruk, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grupta gelisimin 2. giiniinde, ektopik bolgelerde
primordiyal germ hiicrelerinin varligi dikkat ¢ekti. Vitelliis kesesinin dorsalinde (Sekil
4.78. ve Sekil 4.79.), ve ventralinde (Sekil 4.80.), beyinde, gozde (Sekil 4.81.) ve
kuyrukta primordiyal germ hiicreleri goriildi. Vitellus kesesi etrafinda yuvarlak
sekilli, beyinde ig, kuyrukta ise amorf sekilli primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi.
Yapilan tiim histolojik boyamalar sonucunda, bu hiicrelerin bol graniillii sitoplazmaya

sahip olduklar tespit edildi.
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Sekil 4.78. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmus grup, 2. giinde vitelliis kesesi dorsalinde gézlenen primordiyal
germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz ve PAS boyama, a-
x10, b-x100

Sekil 4.79. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde vitelliis kesesi dorsalinde tespit edilen primordiyal
germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz ve PAS boyama, a-
x10, b-x100
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Sekil 4.80. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 2. giinde vitelliis kesesi ventralinde gézlenen primordiyal
germ hiicreleri, vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ hiicresi, Best Carmin boyama, x40.

Sekil 4.81. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde gdzde tespit edilen primordiyal germ hiicresi, g:
g0z, PGH: primordiyal germ hiicresi, Toluidin mavisi boyama, x100.

0,25 mg/LL LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 3. giliniinde, vitelliis kesesinin
dorsalinde (Sekil 4.82.), solunga¢ lamellerinde (Sekil 4.83.), 6zofagusta, kalpte,
karacigerde, primordiyal germ hiicreleri goriildii. Ektopik bolgelerde gé¢ yolundan

sapmis primordiyal germ hiicreleri goriildii. Vitellus kesesinin ventralinde, gozde
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(Sekil 4.84.) ve somitlerin dorsalinde 0,25 mg/L. LAS uygulamasina bagl olarak go¢

yolundan saptig1 diisiiniilen primordiyal germ hiicreleri tespit edildi.

Sekil 4.82. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmus grup, 3. giinde vitelliis kesesi dorsalinde gézlenen primordiyal
germ hiicreleri, vk: vitellus kesesi, PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.83. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 3. giinde solungac lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicresi, s: solungag¢, PGH: primordiyal germ hiicresi, PAS boyama, x100.
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i PGH

Sekil 4.84. 0,25 mg/L LAS uygulamasi1 yapilmis grup, 3. giinde gdzde tespit edilen primordiyal germ hiicresi. g:
g0z, PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 5. gliniinde kalpte (Sekil 4.85.),
0zofagusta (Sekil 4.86.), vitelliis kesesi ile somitlerin arasinda (Sekil 4.87.) ve ektopik
olarak ise beyinde (Sekil 4.88.) primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Bol graniillii
ve ir1 niikleuslu bu hiicrelerin sitoplazmalarinda yiiksek alkalin fosfataz aktivitesi

goriildi.
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Sekil 4.85. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 5. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi, PGH:
primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, k: kalp, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.86. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.87. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 5. giinde somitler ile vitelliis kesesi arasinda gozlenen
primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sm: somit, Alkalin Fosfataz boyama,
x100.

Sekil 4.88. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 7. giiniinde kalpte, solungag
lamellerinde (Sekil 4.89.), 6zofagusta (Sekil 4.90.) ve ince barsakta gé¢ etmekte olan

primordiyal germ hiicreleri tespit edilmistir. Go¢ ettikleri icin ig seklinde olan bu
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hiicreler, glikojen tanelerini iyi bir sekilde boyayan Best Carmin boyasi ile net bir

sekilde goriintiilenmistir.

Sekil 4.89. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 7. giinde solungag lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi: solungag, Best Carmin boyama x40.

Sekil 4.90. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 7. giinde 6zofagusta gozlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, Best Carmin boyama x100.

0,25 mg/L LAS uygulamast yapilmig grupta gelisimin 10. giiniinde solungag
lamellerinde (Sekil 4.91.), kalpte (Sekil 4.92.), karacigerde, 6zofagusta, ince barsakta
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(Sekil 4.93.) primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Ektopik olarak ise, beyinde go¢
yolundan sapmis ¢ok sayida primordiyal germ hiicresi tespit edildi (Sekil 4.94.). Bu
hiicreler, sitoplazmalarinda elektronca yogun madde (nuage materyali)
igerdiklerinden, katyonik bir boya olan Toluidin mavisi ile spesifik olarak boyanip,

151k mikroskobu altinda goriintiilendiler.

Sekil 4.91. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmus grup, 10. giinde solungag lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, s:solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.92. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 10. giinde kalpte gdzlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.93. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 10. giinde karaciger ve ince barsakta gdzlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, kc: karaciger, Best Carmin boyama,
x100.

Sekil 4.94. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmisg grup, 10. giinde beyinde gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Toluidin mavisi boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 12. giiniinde, 6zofagusta (Sekil
4.95.), karacigerde (Sekil 4.96.), ince barsakta ve ektopik olarak beyinde primordiyal
germ hiicreleri tespit edildi. 13. giinde ise 6zofagusta, karacigerde (Sekil 4.97.), ince
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barsakta ve gonadal bdlgede primordiyal germ hiicreleri tespit edildi (Sekil 4.98.).
Gonadal bolgede ilkel bir gonad taslagi izlendi. Primordiyal germ hiicrelerinin

gametogonyumlara farklilagsmaya basladig1 gézlendi.

Sekil 4.95. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 12. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama x100.

Sekil 4.96. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 12. giinde karacigerde gbzlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kalp, ke: karaciger, Toluidin mavisi boyama x100.
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Sekil 4.97. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 13. giinde karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicresi,
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, kc: karaciger, PAS boyama a-x40, b-x100.

Sekil 4.98. 0,25 mg/L LAS uygulamast yapilmig grup, 13. giinde gonadal bolgede gézlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, gd: gonad, Toluidin mavisi boyama x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 16. giiniinde, kalpte (Sekil
4.99.), karacigerde, solungaglarda (Sekil 4.100.), 6zofagusta, ince barsakta, somitlerin
kenarinda primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Ektopik olarak ise kuyrukta (Sekil
4.101.) ve kas tabakasinda (Sekil 4.102.) primordiyal germ hiicreleri izlendi. 17. giinde
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de benzer bolgelerde primordiyal germ hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.103.). Ektopik

olarak beyinde ve goz kenarinda primordiyal germ hiicreleri gozlendi (Sekil 4.104.).

B
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Sekil 4.99. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 16. giinde kalpte gdzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.100. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 16. giinde solungag lamellerinde gozlenen primordiyal
germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.101. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 16. giinde kuyrukta gozlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, PAS boyama, a-40, b-x100.

Sekil 4.102. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 16. giinde kas tabakasinda gozlenen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, ks: kas tabakasi, PAS boyama x100.
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Sekil 4.103. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, g: goz, PAS boyama, x100.

Sekil 4.104. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 17. giinde beyinde goriilen primordiyal germ hiicresi, PGH:
primordiyal germ hiicresi, g: goz, PAS boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 19. giiniinde, kalpte (Sekil
4.105.) ve ince barsakta (Sekil 4.106.) primordiyal germ hiicreleri goézlendi. Bu
hiicrelerin, sitoplazmalarinda bulunan glikojen taneleri sayesinde PAS boyasi ile
spesifik olarak boyandiklar1 tespit edildi. 25. giinde ise kalpte (Sekil 4.107.),
0zofagusta, karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.108.) gonad taslaklarma dogru gog
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etmekte olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Gonad yapisinda ise
farklilagsmanin bagladig: goriildii. Gametogonyumlarin (goniyal hiicrelerin) yani sira,
bazofilik karyoplazmaya, biiyilik ¢ekirdege ve birden fazla c¢ekirdek¢ige sahip tip 1
germ hiicreleri ile boyutca tip 1 germ hiicrelerinden biiyiik olan ve karyoplazmada

dagilmig kromatin iplikleri igeren tip 2 germ hiicreleri belirgin bir sekilde goriintiilendi
(Sekil 4.109.).

Sekil 4.105. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, PAS boyama, x100.

Sekil 4.106. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. giinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib:ince barsak, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.107. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.108. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 25. glinde ince barsakta gbzlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: solungag, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.109. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde gonad yapisi, gn: goniyal hiicre, gcl: tip 1 germ
hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, Alkalin fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grupta 29. giiniinde, solunga¢ lamellerinde,
kalpte, 6zofagusta, karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.110.) primordiyal germ
hiicreleri goriintiilendi. 0,25 mg/L LAS uygulamasi sonucu go¢ yolundan sapan
ektopik primordiyal germ hiicrelerine gozde (Sekil 4.111.) ve bobrekte rastlandi.
Gonad yapisinin ise onceki gilinlere gore daha gelistigi tespit edildi. Gonadlarda tip 2
germ hiicreleri ile bazofilik sitoplazmaya ve karyoplazma etrafinda pek ¢ok

cekirdekgige sahip olan periniikleolar oositler goriintiilendi (Sekil 4.112.).
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Sekil 4.110. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilms grup, 29. giinde ince barsakta gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100.

o e

Sekil 4.111. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 29. giinde gézde tespit edilen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: gz, PAS boyama, x40.
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Sekil 4.112. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 29. giinde gonad yapisi. ib: ince barsak, gd: gonad, gn:
goniyal hiicre, gc2: tip 2 germ hiicresi, poc: periniikleolar oosit, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/LL LAS uygulamas: yapilmis grupta gelisimin 33. giiniinde, solungag
lamellerinde, kalpte, 6zofagusta, karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.113.) primordiyal
germ hiicrelerine rastlandi. Diger giinlerde oldugu gibi 33. giinde alinan 6rneklerde de
gb¢ yolundan sapmis primordiyal germ hiicreleri goriildii. Bobreklerde, bobrekler ile
somitler arasinda (Sekil 4.114.), beyinde (Sekil 4.115.) ve kuyrukta primordiyal germ

hiicreleri tespit edildi.
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Sekil 4.113. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde ince barsakta gozlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicreleri, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.114. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde somitler ile bobrek arasinda gézlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri, sm: somit, bo: bobrek, Toluidin mavisi boyama, a-
x40, b-x100.
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Sekil 4.115. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 37. giinlinde, solungag
lamellerinde, kalpte (Sekil 4.116.), 6zofagusta, karacigerde, ince barsakta (Sekil
4.117.) ve ektopik olarak kuyrukta (Sekil 4.118.) primordiyal germ hiicreleri tespit
edildi. Biiyilik niikleusa ve bol graniillii sitoplazmaya sahip bu hiicrelerin ig seklinde
olduklar1, PAS boyasi ile spesifik bir sekilde boyandiklar1 goriildii. Gonad yapisinin
kiiglik bir kisminda farklilagsmanin basladig1 goriildii. Goniyal hiicreler ile tip 2 germ
hiicreleri gozlendi (Sekil 4.119.).
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Sekil 4.116. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 37. giinde kalpte gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kalp, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.117. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 37. giinde ince barsakta gozlenen primordiyal germ

hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100.




115

Sekil 4.118. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 37. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, PAS boyama, x100.

Sekil 4.119. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 37. giinde gonad yapisi, gd: gonad, gn: goniyal hiicre, gc2:
tip 2 germ hiicresi, PAS boyama, x100.

0,25 mg/LL LAS uygulamast yapilmis grupta gelisimin 42. giiniinde, solungac
lamellerinde, kalpte (Sekil 4.120.), karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.121.)

primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Go¢ yolundan sapan primordiyal germ

hiicrelerinden bazilar1 beyin dokusunda goriildii (Sekil 4.122.). Gonad yapisinin ise
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onceki giinlere gore daha gelistigi, hiicrelerde mitotik ve mayotik aktivitelerin
basladig1 gozlendi. Gonadlarda goniyal hiicreler, tip 2 germ hiicreleri ve periniikleolar
oositler goriintiilendi. Buna ragmen, kontrol grubu ile kiyaslandiginda gonadal
farklilasmanin gergeklesmedigi tespit edildi. Dolayisiyla gonad yapisina bakilarak
cinsiyet tayini yapilamadi (Sekil 4.123.).

Sekil 4.120. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde kalpte gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.121. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde karaciger ve ince barsakta gdzlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, ib: ince barsak, PAS boyama, x40.
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Sekil 4.122. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 42. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, PAS boyama, x40.

Sekil 4.123. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde gonad yapisi. gd: gonad, poc: periniikleolar oosit,
gc2: tip 2 germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/LL LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 47. giiniinde solungacta (Sekil
4.124.), karacigerde, 6zofagusta (Sekil 4.125.) ve ince barsakta primordiyal germ
hiicreleri goriildii. Ektopik olarak ise alt ¢enede, bobrekte, omurganin ventralinde,

beyinde, gozde (Sekil 4.126.) ve kuyrukta go¢ yolundan sapmis primordiyal germ
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hiicreleri tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla gonad yapisinin yeterince gelisemedigi

goriildii. Gonadal bolgede dejenere olmus goniyal hiicreler tespit edildi (Sekil 4.127.).

Sekil 4.124. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 47. giinde solungag lamellerinde gdzlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.125. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmus grup, 47. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama, x40.



119

Sekil 4.126. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 47. giinde gozde tespit edilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: g6z, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.127. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 47. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, dgn:
dejenere olmus goniyal hiicre, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 52. giiniinde, solungacta, kalpte,
karacigerde (Sekil 4.128.), ince barsakta (Sekil 4.129.) ve gonadal bdlgede gonad
taslaklarina dogru goc etmekte olan yuvarlak sekilli primordiyal germ hiicreleri tespit
edildi. 0,25 mg/LL LAS uygulamasi sonucu go¢ yolundan sapan primordiyal germ
hiicrelerine kas tabakasinda ve beyinde (Sekil 4.130.) rastlandi. Gonad yapisinin 47.
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giine benzer oldugu goriildii. Kontrol grubuna kiyasla daha ilkel bir gonad yapisinin
oldugu gozlendi. Gonad yapisinin testis ya da ovaryum yoniinde farklilasmadigi tespit

edildi. Goniyal hiicreler ve az sayida periniikleolar oosit goriintiilendi (Sekil 4.131.).

Sekil 4.128. 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 52. giinde karacigerde gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.129. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 52. giinde ince barsakta gdzlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.130. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 52. giinde beyinde gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.131. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 52. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, poc:
periniikleolar oosit, Toluidin mavisi ve Best Carmin boyama, a-x40, b-x100,.

0.25 mg/L LAS uygulamas1 yapilan grupta gelisimin 57. giinlinde, ince barsakta
primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Kontrol grubuna kiyasla 0,25 mg/L LAS

uygulamasi sonucunda cinsiyet olusumunun gerceklesmedigi goriildii. Gonadlarda
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goniyal hiicrelere ve birka¢ periniikleolar oosite rastlandi (Sekil 4.132. ve Sekil

4.133.).

Sekil 4.132. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 57. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, hk: hava kesesi, gd: gonad, poc: periniikleolar oosit,
Toluidin mavisi boyama, x100.

hk

Sekil 4.133. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 57. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, gcl:
tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, poc: periniikleolar oosit, Toluidin mavisi boyama, x100.

0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 60. giiniinde, solungagta, kalpte
(Sekil 4.134.), karacigerde, ince barsakta ve gonadal bolgede primordiyal germ
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hiicreleri gozlendi. Bobrekte (Sekil 4.135.) ve beyinde go¢ yolundan sapmis
primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Gonad yapisinda goniyal hiicrelerin ve
periniikleolar oositlerin yani sira tipl ve tip 2 germ hiicreleri goriintiilendi (Sekil
4.136.). Dejenere olmus oositler tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla testis ya da
ovaryum yoniinde bir farklilasma meydana gelmedigi goriildii. (Sekil 4.137.).

Sekil 4.134. 0,25 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 60. giinde kalpte g6zlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama x40.

Sekil 4.135. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 60. giinde bobrekte gdzlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Alkalin Fosfataz boyama x40.
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Sekil 4.136. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 60. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gcl: tip 1 germ hiicresi,
gc2: tip 2 germ hiicresi, poc: periniikleolar oosit, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.137. 0,25 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 60. giinde gonad yapis1. PGH: primordiyal germ hiicresi,
gd: gonad gcl: tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, poc: periniikleolar oosit, gn: goniyal hiicre,
doc: dejenere oosit, Toluidin mavisi boyama, x100.
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4.6.3. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta solungac lamellerinde, kalpte, karacigerde,
O0zofagusta, ince barsakta ve gonadal bolgede primordiyal germ hiicrelerine
rastlanmistir. Gz, bobrek, beyin, kuyruk gibi bolgelerde 0,5 mg/L LAS uygulamasi
sonucu go¢ yolundan ayrilan primordiyal germ hiicreleri tespit edilmistir. incelenen
histolojik kesitlerde, 0,25 mg/L LAS uygulamas1 yapilan grup ile karsilastirildiginda
daha fazla ektopik primordiyal germ hiicresine rastlanmistir. Gonad yapisi

incelendiginde, cok sayida yapisi bozulmus (dejenere olmus) oosit ile karsilasilmistir.

0,5 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grupta gelisimin 1. giiniinde, vitelliis kesesinin
dorsal kisminda yuvarlak sekilli primordiyal germ hiicreleri tespit edildi (Sekil 4.138.).
0,25 mg/L’lik grupta oldugu gibi bu grupta da ektopik bolgelerde primordiyal germ
hiicrelerine rastlandi. Kuyrukta go¢ yolundan sapmis, somatik hiicrelere gore daha
biiyiik boyutlu, ig seklinde primordiyal germ hiicreleri gozlendi (Sekil 4.139.). 2.
giinde ise, vitelliis kesesinin dorsalinde (Sekil 4.140.) ve ventralinde (Sekil 4.141.),
kuyrukta (Sekil 4.142.) ve goz kenarinda (Sekil 4.143.) primordiyal germ hiicreleri
tespit edildi.
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Sekil 4.138. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 1. giinde vitelliis kesesinin dorsalinde gézlenen primordiyal
germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.139. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 1. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.140. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde vitelliis kesesinin dorsalinde gozlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.141. 0,5 mg/L LAS uygulamast yapilmis grup, 2. giinde vitelliis kesesinin ventralinde gézlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, Toluidin mavisi ve PAS boyama,
a-x10, b-x100.

Sekil 4.142. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde kuyrukta gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.143. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde goz kenarinda gozlenen primordiyal germ
hiicreleri.. PGH: primordiyal germ hiicresi, g: goz, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 3. giiniinde, vitelliis kesesi
dorsalinde (Sekil 4.144.) ve somitlerin kenarinda (Sekil 4.145.) go¢ etmekte olan ig
sekilli primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Bu hiicrelerin, sitoplazmalarinda bol
miktarda glikojen taneleri igerdikleri icin Best Carmin ve PAS gibi boyalarla spesifik

olarak boyandiklar1 goriildii.
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Sekil 4.144. 0,5 mg/L LAS uygulamas: yapilmus grup, 3. giinde vitellus kesesi dorsalinde gézlenen primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi, PAS boyama, x100.

Sekil 4.145. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 3. giinde somitlerin kenarinda gozlenen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, sm: somit, Best carmin boyama, x100.

0,5 mg/L. LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 5. giiniinde, solungagta, kalpte
(Sekil 4.146.), karacigerde (Sekil 4.147.) ve ince barsakta primordiyal germ hiicreleri,
biiylik ¢ekirdekleri ve sitoplazmalarinda igerdikleri graniiller sayesinde kolayca teshis
edildi. Beyinde (Sekil 4.148.) ve somitlerin kenarinda (Sekil 4.149.) go¢ yolundan

sapmig primordiyal germ hiicrelerinin varligi goriintiilendi.
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Sekil 4.146. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmus grup, 5. gilinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Best carmin boyama, x100.

Sekil 4.147. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde karacigerde gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicreleri, ke: karaciger, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.148. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 5. giinde beyinde gézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicreleri, b: beyin, PAS boyama, x100.

Sekil 4.149. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde somitlerin kenarinda gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, sm: somit, Toluidin mavisi, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 7. gliniinde, alinan kesitlerde

karacigerde ve ince barsakta yuvarlak sekilli, biiylik niikleuslu primordiyal germ
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hiicreleri tespit edildi (Sekil 4.150.). Ektopik olarak beyin dokusunda go¢ yolundan

sapmis primordiyal germ hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.151.).

Sekil 4.150. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 7. giinde karaciger ve ince barsakta gdzlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, Best Carmin boyama,x100.

Sekil 4.151. 0,5 mg/L LAS uygulamast yapilmis grup, 7. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, PAS boyama, x40.
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0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 10. giiniinde, solungagta, kalpte,
0zofagusta, ince barsakta, hava kesesi ile somitlerin arasindaki bolgede ve gonad
taslaklar1 yakininda (Sekil 4.152.) go¢ etmekte olan ig sekilli primordiyal germ
hiicreleri goriintiilendi. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 sonucu bobrekte (Sekil 4.153.) ve
beyinde (Sekil 4.154.) gb¢ yolundan sapmis primordiyal germ hiicreleri tespit edildi.
12. giinde ise kalp (Sekil 4.155.) ve karacigerde goriilen primordiyal germ hiicrelerin
yant sira beyinde (Sekil 4.156.) ve kas tabakasinda farkli yone goc¢ eden ektopik

primordiyal germ hiicrelerine rastlandi.

Sekil 4.152. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 10. giinde gonadal bolgede gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, gd: gonad, kc: karaciger, Best Carmin
boyama, a- x40, b-x100.
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Sekil 4.153. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 10. giinde bobrekte gdzlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.154. 0,5 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 10. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.155. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmus grup, 12. giinde kalpte gdzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.156. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 12. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Toluidin mavisi boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 13. giiniinde, solungaglarda,
kalpte, karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.157.) primordiyal germ hiicreleri tespit

edildi. Ektopik olarak gdzde primordiyal germ hiicreleri gézlendi (Sekil 4.158.).
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Sekil 4.157. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 13. glinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Alkalin fosfataz boyama, x100

Sekil 4.158. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 13. giinde gdzde tespit edilen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: gbz, PAS boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 16. giiniinde, solungagta (Sekil
4.159.), karacigerde (Sekil 4.160.), 6zofagus (Sekil 4.161.)ve ince barsakta gonad
taslaklarma dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri gozlendi. Ektopik
olarak kas tabakasinda go¢ yolundan sapmis primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi

(Sekil 4.162.).
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Sekil 4.159. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 16. giinde solungag lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.160. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 16. giinde karacigerde gbzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ke: karaciger, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.161. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 16. giinde 6zofagus ve ince barsakta gdzlenen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama, a-x40, b-x100.

Sekil 4.162. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmus grup, 16. giinde kas tabakasinda goriilen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, k kas tabakas1 a- PAS boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 17. giiniinde, solungagta (Sekil
4.163.), kalpte, 6zofagusta (Sekil 4.164.), ince barsakta primordiyal germ hiicreleri
goriintlilendi. Ektopik olarak beyinde ve bobrekte (Sekil 4.165.) primordiyal germ
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hiicreleri tespit edildi. Gonad yapis1 incelendiginde primordiyal germ hiicrelerinin

goniyal hiicrelere farklilagtig1 goriildii (Sekil 4.166.).

&
Sekil 4.163. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde solungag lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Alkalin fosfataz boyama, x100.

i

Sekil 4.164. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.165. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde bobrekte gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Alkalin fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.166. 0,5 mg/L LAS uygulamast yapilmig grup, 17. giinde gonad taslaginda goriilen goniyal hiicreler, gd:
gonad, Alkalin fosfataz boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamasi1 yapilmig grupta gelisimin 19. giiniinde, kalpte (Sekil
4.167.), 6zofagusta ve ince barsakta (Sekil 4.168.) gonadal bolgeye dogru go¢ etmekte
olan ig sekilli primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Go¢ yolundan sapmis olan

primordiyal germ hiicrelerine kuyrukta (Sekil 4.169.) ve beyinde rastlandi. Gonad
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yapist incelendiginde mitotik ve mayotik boliinmelerin basladigi goriildii. Goniyal

hiicrelerin yani sira, tip 1 ve tip 2 germ hiicreleri goriintiilendi (Sekil 4.170.).

Sekil 4.167. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. giinde kalpte goriilen primordiyal germ hiicresi, k: kalp,
Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.168. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri,
ib: ince barsak, Alkalin fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.169. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. giinde kuyrukta goriilen primordiyal germ hiicreleri, kk:
kuyruk, PAS boyama, x100.

Sekil 4.170. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. glinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, gcl:
tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, Alkalin Fosfataz, boyama, x100.

0,5 mg/LL. LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 25. giinlinde ise, solungag
lamellerinde, kalpte (Sekil 4.171.) ve ince barsakta (Sekil 4.172.) ig sekilli primordiyal
germ hiicreleri tespit edildi. Ektopik olarak, kuyrukta (Sekil 4.173.) ve beyinde
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primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Gonad yapisi incelendiginde, 19. giinde

oldugu gibi, goniyal hiicreler, tip 1 ve tip 2 hiicreleri goriintiilendi (Sekil 4.174.).

Sekil 4.171. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde kalpte gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, PAS boyama, x100

Sekil 4.172. 0,5 mg/L LAS uygulamast yapilmig grup, 25. giinde ince barsakta gdzlenen primordiyal germ hiicresi,
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x40
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Sekil 4.173. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicresi,
PGH: primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, PAS boyama, x100

Sekil 4.174. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde gonad yapist. gd: gonad,gcl: tip 1 germ hiicresi,
gc2: tip 2 germ hiicresi, gn: goniyal hiicre, Toluidin mavisi boyama, x40.

0,5 mg/L LAS uygulamast yapilmis grupta gelisimin 29. giiniinde, solungac
lamellerinde, kalpte, 6zofagusta, karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.175.) goc
etmekte olan primordiyal germ hiicreleri goriildii. Alt ve iist cenede, beyinde (Sekil
4.176.) ve kas tabakasinda go¢ yolundan sapmis ¢cok sayida primordiyal germ hiicreleri

tespit edildi.
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Sekil 4.175. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 29. giinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100

Sekil 4.176. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 29. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, a-x4, b-x40.

0,5 mg/lL. LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 33. giinlinde, solungac

lamellerinde (Sekil 4.177.), kalpte, karacigerde, ince barsakta gonad taslaklarina dogru

go¢ etmekte olan, somitlerin dorsalinde ve ventralinde ve kas tabakasinda (Sekil
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4.178.) ise ektopik primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Gonad yapisinda goniyal

hiicrelerin yani sira dejenere olmus oositler tespit edildi (Sekil 4.179.).

Sekil 4.177. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde solungag lamellerinde gézlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, PAS boyama, x100.

Sekil 4.178. 0,5 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 33. giinde kas tabakasinda gozlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, ks: kas tabakasi, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.179. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmus grup, 33. giinde gonad yapisi. gd: gonad, doc: dejenere oosit, gc2:
tip 2 germ hiicresi, gn: goniyal hiicre, Alkalin fosfataz boyama x100.

0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 37. giiniinde, solungagta, kalpte
(Sekil 4.180.), 6zofagusta, karacigerde, ince barsakta, gonad taslaklarinda primordiyal
germ hiicreleri goriildii. 0,5 mg/L LAS uygulamasi sonucu go¢ yolundan sapmis ¢ok
sayida primordiyal germ hiicreleri beyinde (Sekil 4.181.), gozde, kuyrukta (Sekil
4.182.) ve bobrekte tespit edildi.
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Sekil 4.180. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 37. giinde kalp ve karacigerde gézlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kalp, kc: karaciger, Toluidin mavisi boyama x100.

Sekil 4.181. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 37. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, b: beyin, PAS boyama x100.
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Sekil 4.182. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 37. giinde kuyrukta gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, PAS boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 42. giiniinde, solungag
lamellerinde (Sekil 4.183.), kalpte, karacigerde (Sekil 4.184.), 6zofagusta, ince
barsakta ve gonadal bolgede primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Primordiyal germ
hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan glikojen taneleri yapilan PAS boyamalari
sayesinde net bir sekilde goriintiilendi. 0,5 mg/LL LAS uygulamasi sonucu go¢
yolundan ayrilmig primordiyal germ hiicreleri bobrekte goriildii (Sekil 4.185.). Gonad
yapist incelendiginde, goniyal hiicrelerin spermatogonyumlara farklilastigi ve bu
hiicrelerin biraraya gelerek seminifer tiibiil benzeri yap1 olusturduklar: tespit edildi.

Tiibiiliin orta kisminda liimen olusumu gézlenmedi (Sekil 4.186.).
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Sekil 4.183. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde solungagta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, PAS boyama, x100.
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Sekil 4.184. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde karacigerde gbzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, PAS boyama, a-x10, b-x100.
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Sekil 4.185. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde bobrekte gbzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Toluidin mavisi boyama, a-40, b-x100.

Sekil 4.186. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde gonad yapisi. gd: gonad, st: seminifer tiibiil, sg:
spermatogonyum, Best Carmin boyama, x40

0,5 mg/L. LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 47. giinlinde, solungac
lamellerinde (Sekil 4.187.), kalpte, 6zofagusta, ince barsakta ig sekilli primordiyal
germ hiicreleri tespit edildi. 0,5 mg/L LAS uygulamasi sonucunda go¢ yolundan

ayrilan hiicrelere bobrekte rastlandi (Sekil 4.188.). Gonad yapisi incelendiginde,
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gonadin kii¢lik bir kisminda gonadal farklilasmanin basladig1 goriildi (Sekil 4.189.).
Goniyal hiicreler, tip 1 ve tip 2 germ hiicreleri ile dejenere oositler goriintiilendi (Sekil

4.190.).

Sekil 4.187. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 47. giinde solungagta gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.188. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 47. giinde bobrekte gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.189. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 47. giinde goriilen gonad yapisi, gd: gonad, gn: goniyal
hiicre, doc: dejenere oosit, Alkalin Fosfataz boyama, a-x40, b-x100.

Sekil 4.190. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 47. giinde gériilen gonad yapisi, gd: gonad, gn: goniyal
hiicre, doc: dejenere oosit, gcl: tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama,
x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 52. giinlinde gonad yapisinda
testis yoOniinde farklilasma izlendi. Spermatogonyumlarin primer spermatositlere

farklilastig1r gortldii (Sekil 4.191.). Hiicrelerde, mayoz bdliinme evreleri net bir
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bicimde goriintiilendi. Seminifer tiibiillerin ortasinda liimen olusumu goézlenmedi

(Sekil 4.192.).

Sekil 4.191. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 52. giinde goriilen gonad yapisi, gd: gonad, st: seminifer
tiibiil, sg: spermatogonyum, pst: primer spermatosit, PAS boyama, x100.

4

Sekil 4.192. 0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 52. giinde gonad yapisinda goriilen spermatositler, st:
seminifer tiibiil, sg: spermatogonyum, pst: primer spermatosit, PAS boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 57. giiniinde, gonad yapisinda

goniyal hiicreler, tip 2 germ hiicreleri ve dejenere olmus pek ¢ok oosit tespit edildi
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(Sekil 4.193. ve Sekil 4.194). 0,5 mg/L. LAS uygulamasinin oositlerin sitoplazmasinda
vakuolizasyona sebep oldugu goriintiilendi (Sekil 4.194. ve Sekil 4.195.).

Sekil 4.193. 0,5 mg/L LAS uygulamas! yapilmis grup, 57. giinde gonad yapisi. gn: goniyal hiicre, gc2: tip 2 germ
hiicresi, doc: dejenere oosit, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.194. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 57. giinde gonad yapisi. gc2: tip 2 germ hiicresi, doc:
dejenere oosit, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.195. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 57. giinde gonad yapist. gd: gonad, *: vakuolizasyon. Alkalin
Fosfataz boyama, x100.

0,5 mg/L LAS uygulamas:t yapilmis grupta gelisimin 60. giiniinde, solungag
lamellerinde (Sekil 4.196.), kalpte, ince barsakta (Sekil 4.197.) ig sekilli primordiyal
germ hiicreleri tespit edildi. 0,5 mg/L LAS uygulamasi sonucu, beyinde go¢ yolundan
ayrilan primordiyal germ hiicreleri goriildii. Gonad yapist incelendiginde goniyal
hiicrelerin ve periniikleolar oositlerin yani sira dejenere olmus pek ¢ok folikiile
rastland1 (Sekil 4.198. ve Sekil 4.199.). 0,25 mg/L’lik grup ile kiyaslandiginda 0,5
mg/L LAS uygulamasinin folikiillerde daha fazla hasara sebep oldugu tespit edildi.

LAS uygulamasinin zebra balig1 larvalarinda gametogeneze ket vurdugu goriildii.
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Sekil 4.196. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 60. giinde solungagta gdzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Alkalin Fosfataz boyama, x40.

" :

o

Sekil 4.197. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 60. glinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.198. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 60. giinde gonad yapisi. gd: gonad, poc: periniikleolar oosit,
doc: dejenere oosit, PAS boyama, x40.

Sekil 4.199. 0,5 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 60. giinde gonad yapisi. poc: periniikleolar oosit, doc:
dejenere oosit, PAS boyama, x100.
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4.6.4. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup

1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 1. giiniinde, vitellus kesesinin
dorsalinde yuvarlak sekilli primordiyal germ hiicreleri tespit edildi (Sekil 4. 200.). Bu
hiicrelerin, bol miktarda glikojen graniilii icerdigi yapilan Best Carmin boyamasi
sonucunda goriildi. 1 mg/LL LAS uygulamasi sonucunda gdé¢ yolundan ayrilan
primordiyal germ hiicreleri, vitellus kesesinin ventralinde, g6z kenarinda (Sekil

4.201.) ve kuyrukta (Sekil 4.202.) tespit edildi.

Sekil 4.200. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 1. glinde vitellus kesesi dorsalinde goriilen primordiyal germ
hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi, Best Carmin boyama, a-x10, b-x100.
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Sekil 4.201. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 1. giinde g6z kenarinda tespit edilen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: goz, PAS boyama, x100.

Sekil 4.202. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmus grup, 1. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kuyruk, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 2. giiniinde, vitellus kesesinin

dorsalinde primordiyal germ hiicreleri goriildi. 1 mg/L LAS uygulamasi sonucu go¢
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yolundan ayrilan primordiyal germ hiicreleri, vitellus kesesinin ventralinde, beyinde

(Sekil 4.203.) ve somitlerin dorsalinde (Sekil 4.204.) tespit edildi.

Sekil 4.203. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, PAS boyama, x100.

Sekil 4.204. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 2. giinde somitlerin dorsalinde gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somit, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 3. gilinlinde, yapilan histolojik
boyamalar sonucunda solunga¢ lamellerinde (Sekil 4.205.), kalpte (Sekil 4.206.) ve
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karacigerde gonad taslaklarina dogru goc etmekte olan primordiyal germ hiicreleri
tespit edildi. Ektopik primordiyal germ hiicreleri, somitlerin kenarinda, vitellus

kesesinin ventralinde ve beyinde (Sekil 4.207.) goriintiilendi.

Sekil 4.205. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmus grup, 3. giinde solungagcta gdzlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.

i

Sekil 4.206. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 3. giinde kalpte gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.207. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 3. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, a-x10, b-x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 5. giiniinde, kalpte (Sekil 4.208.),
karacigerde (Sekil 4.209.) ve ince barsakta gd¢ etmekte olan ig sekilli primordiyal
germ hiicreleri goriintiilendi. Bu hiicreler, sitoplazmalarinda bol miktarda nuage
materyali ve glikojen taneleri igerdiklerinden, Toluidin mavisi ve PAS boyalar ile
pozitif reaksiyon verdikleri goriildii. 1 mg/L LAS uygulamasi sonucu go¢ yolundan

ayrilan primordiyal germ hiicrelerine beyinde rastlandi (Sekil 4.210.).
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Sekil 4.208. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde kalpte gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.209. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ke: karaciger, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.210. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 5. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, PAS boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 7. giiniinde, solungac lamellerinde

(Sekil 4.211.), kalpte, 6zofagusta ve ince barsakta primordiyal germ hiicreleri tespit

edildi. 1 mg/L LAS uygulamasi sonucu, alt ¢enede (Sekil 4.212.) ve kuyrukta (Sekil

4.213.) gb¢ yolundan ayrilmis amorf sekilli ve bol graniillii primordiyal germ hiicreleri

goriintiilendi.

Sekil 4.211. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 7. glinde solungagta gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.212. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmuis grup, 7. giinde alt ¢genede gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, PAS boyama, a-x10, b-x100.

Sekil 4.213. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 7. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 10. giiniinde 6zofagusta ve gonadal
bolgede (Sekil 4.214.) ameboid hareketlerle go¢ etmekte olan primordiyal germ
hiicreleri tespit edildi. Beyinde (Sekil 4.215.) ve bobrekte gd¢ yolundan sapmis
primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi. 12. giinde ise, solungac lamellerinde, kalpte

(Sekil 4.216.) ve ince barsakta gonad taslaklarina dogru go¢ eden primordiyal germ
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hiicreleri tespit edildi. 1 mg/L LAS uygulamasi sonucu bobrekte ve kuyrukta (Sekil
4.217.) gb¢ yolundan ayrilmis ektopik primordiyal germ hiicreleri gézlendi.

o

Sekil 4.214. 1 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 10. giinde gonadal bélgede gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, gd: gonad, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.215. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 10. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.216. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 12. giinde kalpte gdzlenen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.217. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 12. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kk: kuyruk, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 13. giiniinde, kalpte, karacigerde
ve gonadal bolgede (Sekil 4.218.) alkalin fosfataz aktivitesine sahip primordiyal germ
hiicreleri tespit edildi. Somitlerin dorsalinde ve ventralinde, kuyrukta (Sekil 4.219.),

bobrekte ve beyinde (Sekil 4.220.) ektopik primordiyal germ hiicreleri goriildii.

Yapilan Best Carmin boyamasi sonucunda beyinde gozlenen primordiyal germ
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hiicrelerinin, amorf sekilli olduklar1 ve sitoplazmalarinda bol miktarda glikojen

graniilleri igerdikleri gortildii

Sekil 4.218. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 13. giinde gonadal bolgede gozlenen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

AR

Sekil 4.219. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 13. glinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, x100.
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Sekil 4.220. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 13. giinde beyinde gézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grupta gelisimin 16. giiniinde, kalpte (Sekil 4.221.),

karaciger ve ince barsakta (Sekil 4.222.) gonad taslaklarina go¢ etmekte olan

primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi. Incelenen histolojik kesitlerde bu hiicrelerin

biiyiik niikleusa sahip ig sekilli hiicreler olduklar goriildii.

Sekil 4.221. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 16. giinde kalpte gdzlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, k: kalp, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.222. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 16. giinde ince barsakta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 17. giiniinde, solungag
lamellerinde, kalpte, karacigerde (Sekil 4.223.), ince barsakta (Sekil 4.224.) ve
gonadal bolgede go¢ eden primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. 1 mg/L LAS
uygulamasi sonucunda beyinde (Sekil 4.225.) ve gozde (Sekil 4.226.) gé¢ yolundan

ayrilan ektopik primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi.

Sekil 4.223. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmig grup, 17. glinde karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicresi.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.224. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde ince barsakta gdzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Alkalin Fosfataz boyama, x100.

Sekil 4.225. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 17. giinde beyinde gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, b: beyin, Best Carmin boyama, x100.
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Sekil 4.226. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 17. giinde gozde tespit edilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: goz, PAS boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamast yapilmis grupta gelisimin 19. giiniinde, solungag
lamellerinde, kalpte, karacigerde, 6zofagusta ve ince barsakta (Sekil 4.227.) gonad
taslaklaria dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Yapilan
histolojik boyamalar sonucunda, alt ¢cenede (Sekil 4.228.), gbzde, beyinde ve ventral
yiizgecte (Sekil 4.229.) gé¢ yolundan ayrilmis primordiyal germ hiicreleri goriildii.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda gonad yapisinda farklilasmanin heniiz
baslamadig: tespit edildi. Yapilan histolojik boyamalar sonucunda, gonadal bdlgedeki
baz1 farklilagmamis hiicrelerin, hiicre biitiinliiglintin bozuldugu belirlendi (Sekil

4.230.).
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Sekil 4.227. 1 mg/L LAS uygulamas: yapilmig grup, 19. giinde ince barsakta tespit edilen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.228. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 19. giinde ventral yiizgegte goriilen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, y: yiizgeg, PAS boyama, a-x10, b-x100.
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Sekil 4.229. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 19. giinde alt cenede goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, Alkalin Fosfataz boyama, a-x10, b-x100.

Sekil 4.230. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 19. gonad yapisi, ok: hiicre biitiinliigiinii kaybetmis hiicre.
PAS boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 25. giiniinde, solungag
lamellerinde, kalpte, karacigerde (Sekil 4.231.), ince barsakta ve gonadal bolgede go¢
etmekte olan primordiyal germ hiicrelerine rastlandi. Bu hiicreler, somatik hiicreler ile
kiyaslandiginda daha biiyiik boyutlu, daha iri ¢ekirdekli ve bol graniillii hiicrelerdi.

Primordiyal germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan elektronca yogun
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graniillerin (nuage materyali) katyonik bir boya olan Toluidin mavisi ile pozitif sonug
vererek farkli bir sekilde boyandig1 goriildii. 1 mg/L LAS uygulamas: sonucunda
ventral yilizgecte, kas tabakasinda (Sekil 4.232.), bobrekte (Sekil 4.233.), gozde ve
beyinde ¢ok sayida ektopik primordiyal germ hiicresine rastlandi. Kontrol grubu ve
diger LAS uygulamas1 yapilmis gruplar ile karsilastirildiginda go¢ yolundan ayrilmis
primordiyal germ hiicrelerin dagiliminin ve sayisinin fazla oldugu goriildii. Gonad
yapist incelendiginde, kiiciik bir kisimda gonadal farklilasmanin basladigi gorildii.
Incelenen kesitlerde goniyal hiicreler gozlendi (Sekil 4.234.). Tip 1 ve tip 2 germ
hiicrelerine rastlanmadi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda gonadal farklilasmanin
geciktigi sonucuna varildi. LAS uygulamasinin primordiyal germ hiicrelerinin gogiine

ve gonad farklilagsmasina ket vurdugu tespit edildi.

Sekil 4.231. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde karacigerde goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.232. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde kas tabakasinda goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ks: kas tabakasi, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.233. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde bobrekte goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH:
primordiyal germ hiicresi, bo: bobrek, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.234. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 25. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, Alkalin
Fosfataz boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grupta gelisimin 29. giinlinde, solungag
lamellerinde, kalpte, karacigerde (Sekil 4.235.), ince barsakta (Sekil 4.236.) ve
gonadal bolgede primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. 1 mg/L. LAS uygulamasi
sonucunda kas tabakasinda ve kuyrukta go¢ yolundan ayrilan primordiyal germ

hiicrelerine rastland1 (Sekil 4.237.).

Sekil 4.235. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 29. giinde karacigerde gozlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, gd: gonad, kc: karaciger, PAS boyama, a-x40, b x100.
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Sekil 4.236. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 29. giinde ince barsakta gdzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, gd: gonad, ib: ince barsak, Toluidin mavisi boyama, x100.

ke

Sekil 4.237. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 29. giinde kuyrukta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, PAS boyama, a-x10, b-x100.

1 mg/L LAS uygulamasit yapilmig grupta gelisimin 33. giiniinde, solungag
lamellerinde, kalpte, karacigerde, 6zofagusta (Sekil 4.238.) ve ince barsakta (Sekil
4.239) gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri tespit

edildi. Bobrekte, kuyrukta, beyinde ve gozde (Sekil 4.240.) go¢ yolundan ayrilmis cok
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sayida primordiyal germ hiicresi goriintiilendi. Gonad yapis1 incelendiginde ¢ok sayida

goniyal hiicre ile birkag periniikleolar oosit goriintiilendi (Sekil 4.241).

Sekil 4.238. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde 6zofagusta gézlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, o: 6zofagus, Best Carmin boyama, x100.

Sekil 4.239. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 33. giinde ince barsakta gdzlenen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, Best Carmin boyama, x100.
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L

Sekil 4.240. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grup, 33. giinde gozde tespit edilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, g: g6z, Toluidin mavisi boyama, a-x40, b-x100.

periniikleolar oosit, Alkalin Fosfataz boyama, x40.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 37. giiniinde solungac¢ lamellerinde
(Sekil 4.242.), kalpte, karacigerde ve ince barsakta primordiyal germ hiicrelerine
rastlandi. 1 mg/L LAS uygulamasi sonucunda beyinde ve goz etrafinda go¢ yolundan

ayrilan pek c¢ok primordiyal germ hiicresi (Sekil 4.243.) tespit edildi. Gonad yapisi
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incelendiginde, goniyal hiicrelerde vakuolizasyon tespit edildi (Sekil 4.244.).

Periniikleolar oositlerin yanisira dejenere oositler goriildi (Sekil 4.245.).

Sekil 4.242. 1 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 37. giinde solungacta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.243. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilms grup, 37. giinde gézde goriilen primordiyal germ hiicresi. PGH:
primordiyal germ hiicresi, g: g6z, Toluidin mavisi boyama, x100.
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Sekil 4.244. 1 mg/L LAS uygulamast yapilmis grup, 37. giinde gonad yapisinda goriilen vakuolizasyon. gd: gonad,
*: vakuolizasyon, Toluidin mavisi boyama, x100.

Sekil 4.245. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 37. giinde gonad yapisi. gd: gonad, doc: dejenere oosit, poc:
periniikleolar oosit, PAS boyama, x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 42. giiniinde, solungag lamellerinde
(Sekil 4.246.) ve ince barsakta (Sekil 4.247.) gonadal bolgeye dogru gé¢ etmekte olan

primordiyal germ hiicreleri goriintiilendi. Pelvik ylizgecte 1 mg/L LAS uygulamasi

sonucu go¢ yolundan ayrilan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi (Sekil 4.248.).
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Gonad yapisi incelendiginde goniyal hiicreler, tipl ve tip 2 germ hiicreleri ve
periniikleolar oositler goriildii. Bunun yanisira ¢ok sayida rezidual cisimcik gozlendi

(Sekil 4.249.).

Sekil 4.246. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 42. giinde solungagta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama x100.

Sekil 4.247. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, Toluidin mavisi boyama x100.
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Sekil 4.248. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde pektoral yiizgegte goriilen primordiyal germ
hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, y: yiizgeg, Toluidin mavisi boyama x100.

Sekil 4.249. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 42. giinde gonad yapisi. poc: periniikleolar oosit, gn: goniyal
hiicre, gel: tip 1 germ hiicresi, gc2: tip 2 germ hiicresi, rb: rezidual cisimcik, gd: gonad, PAS boyama
x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grupta gelisimin 47. giiniinde, solungag lamellerinde
(Sekil 4.250.), kalpte ve ince barsakta (Sekil 4.251.) primordiyal germ hiicreleri tespit
edildi. Gonad yapisi incelendiginde pek ¢ok goniyal hiicrenin ve rezidual cisimciklerin

yani sira dejenere oositler goriildii (Sekil 4.252.).
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Sekil 4.250. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 47. giinde solungagta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama x100.

Sekil 4.251. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 47. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama x100.
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Sekil 4.252. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 47. giinde gonad yapisi, gn: goniyal hiicre, rb: rezidual
cisimcik, gd: gonad, Alkalin Fosfataz boyama x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 52. giinlinde, solungag lamellerinde
(Sekil 4.253.) ve ince barsakta primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. Yapilan PAS
boyamasi sonucunda bu hiicrelerin amorf ve sitoplazmalarinda glikojen graniilleri
iceren hiicreler oldugu goriildii. Gonad yapisi incelendiginde ve kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1 mg/L LAS uygulamasinin gonadal farklilasmay1 engelledigi tespit
edildi. Gonad yapisinda goniyal hiicreler, rezidual cisimcikler ve dejenere oositler

goriintlilendi (Sekil 4.254.).
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Sekil 4.253. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 52. giinde solungacta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, PAS boyama x100.

Sekil 4.254. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 52. giinde gonad yapisi, PGH: primordiyal germ hiicresi, gn:
goniyal hiicre, rb: rezidual cisimcik, doc: dejenere oosit, PAS boyama x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmig grupta gelisimin 57. giiniinde, solungag lamellerinde
(Sekil 4.255.) ve karacigerde (Sekil 4.256.) primordiyal germ hiicreleri tespit edildi.
Gonad yapisi incelendiginde, farklilasmanin sadece goniyal hiicreler ile sinirli kaldig:

gorildii. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1 mg/L LAS uygulamasinin gonadal
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farklilagsmaya ket vurdugu goézlendi. Goniyal hiicrelerin yapisinda vakuolizasyon
goriildii. LAS uygulamasi yapilan diger gruplar ile karsilagtirildiginda ise doz artigina
bagli olarak gonadal hiicrelerdeki hasarin arttig1 tespit edildi (Sekil 4.257.).

Sekil 4.255. 1 mg/L LAS uygulamas: yapilmis grup, 57. giinde solungagta goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, s: solungag, Toluidin mavisi boyama x100.

°

Sekil 4.256. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 57. giinde karacigerde goriilen primordiyal germ hiicreleri.
PGH: primordiyal germ hiicresi, kc: karaciger, Best Carmin boyama x100.
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Sekil 4.257. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 57. giinde gonad yapisi, gn: goniyal hiicre, *: vakuolizasyon,
Toluidin mavisi boyama a,b-x100.

1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grupta gelisimin 60. giiniinde, solungag
lamellerinde, karacigerde ve ince barsakta (Sekil 4.258.) primordiyal germ hiicreleri
tespit edildi. Gonad yapis1 incelendiginde ise mayoz boliinme gegirmekte olan pek ¢ok
hiicre goriintillendi. Bu hiicrelerin seminifer tiiblil benzeri yapilar igerisinde
konumlandig1 goriildii. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda geligsmis bir gonad yapisi

izlenemedi (Sekil 4.259.).
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Sekil 4.258. 1 mg/L LAS uygulamasi yapilmis grup, 60. giinde ince barsakta goriilen primordiyal germ hiicreleri,
PGH: primordiyal germ hiicresi, ib: ince barsak, PAS boyama, x100.

Sekil 4.259. 1 mg/L LAS uygulamas1 yapilmis grup, 60. giinde gonad yapisi. gd: gonad, gn: goniyal hiicre, meoc:
mayoz boliinme gegiren hiicreler, st: seminifer tiibiil, PAS boyama, x100.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada diinyada en ¢ok kullanilan yiizey aktif maddelerden biri olan LAS’1n
zebra balig1 embiyo ve larvalarinda gelisimin ilk doneminden itibaren embriyonik kok
hiicreden gonad olusum asamasina kadar olusturdugu toksik etkiler histolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle tespit edilmistir. 24, 48, 96 ve 120
saatlik LC50 konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, zebra baligi embriyolarina
gelisimin 4. saatinde 0,25, 0,5 ve 1 mg/L’lik dozlarda LAS uygulamasi yapilmstir.
LAS wuygulamasmin akut toksisitesinin incelenmesi amaciyla zebra balig
embriyolarinin gelisimi 5 giin boyunca izlenmistir. Deney gruplarinda, omurgada ve
kuyrukta egrilme, perikardiyal 6dem, vitellus kesesi 6demi, koryondan g¢ikma
stiresinde gecikme, boy uzunlugunda kisalma gibi gelisim anomalileri tespit edilmistir.
1 giinliik zebra balig1 embriyolaria akridin turuncusu boyamasi yapilmis ve TUNEL
analizi uygulanmigtir. Akridin turuncusu boyamasi sonucunda deney grubundaki
embriyolarin vitellus kesesinde ¢ok sayida 6lii hiicre tespit edilmistir. TUNEL analizi
sonucunda ise LAS uygulamasinin zebra balig1 embriyolarinda apoptoza sebep oldugu
goriilmistiir. Gonad olusumu i¢in kilit rol oynayan primordiyal germ hiicrelerinin
izledigi yol 60 giin boyunca PAS, Best Carmin, Toluidin mavisi ve Alkalin fosfataz
gibi 6zel boyama yontemleri ile izlenmistir. Deney gruplarinda ektopik bolgelerde,
go¢ yolundan ayrilmis primordiyal germ hiicreleri saptanmistir. Gonad yapisi
incelendiginde, LAS uygulamasinin zebra baliginda gonad farklilasmasini geciktirdigi

tespit edilmistir.

Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinden itibaren morfolojik olarak
somatik hiicrelerde 151k mikroskobu altinda izlenebilirler. Bu hiicreler, niikleuslarinin
morfolojisi agisindan da diger hiicrelerden farklidirlar. Biiyiik boyutlu ve iri niikleuslu
olan bu hiicreler, oval hiicre sekilleri ile yuvarlak sekilli ve kii¢lik boyutlu somatik
hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilirler. Nagai ve ark. (2001) zebra baliklarinda

primordiyal germ hiicrelerinin histolojisini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismada
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primordiyal germ hiicrelerini histolojik kesitlerde gastrulasyon asamasindan itibaren
tespit etmislerdir. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda eozinofilik graniillerin
bulundugunu ve bu graniillerin ¢ekirdegin etrafinda yer aldigini goriintiilemislerdir.
Knaut ve ark. (2000)’nin yaptiklari elektron mikroskopi ¢alismasinda ise primordiyal
germ hiicrelerinin sitoplazmasinda vasa mRNA igerdiklerini ve primordiyal germ
hiicrelerinin farklilasmasinda anasal faktorlerin rol oynadigini tespit etmislerdir. Zebra
baliginin yani sira, Xenopus laevis (Ressom ve Dixon, 1988), Caenorhabditis elegans
(Subramaniam ve Seydoux, 1999), Drosophila melanogaster (Koprunner ve ark.,
2001) gibi model organizmalarda da primordiyal germ hiicreleri ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur. Kemikli baliklarda primordiyal germ hiicreleri ile ilgili 151k ve elektron
mikroskopi ¢alismalar1 1950°1i yillardan beri yapilmaktadir (Johnston, 1951; Gamo,
1961).

Cesitli kimyasallarin zebra baliklarinda primordiyal germ hiicrelerinin gogiine
etkilerinin arastirildigi sinirh sayida ¢alisma vardir. Kog (2008)’un yaptigi calismada
yaygin kullanilan pestisitlerden biri olan deltamethrinin zebra baliklarinda primordiyal
germ hiicrelerinin morfolojisine ve gogiine olan etkileri incelenmistir. Farkli dozlarda
deltamethrin, embriyolarin yasama ortamina verilmis ve 15 giin siiresince primordiyal
germ hiicreleri H&E, PAS, Toluidin mavisi ve Alkalin Fosfataz boyamalar1 yapilarak
histolojik olarak incelenmistir. Deltamethrin uygulamasi sonucunda primordiyal germ
hiicrelerinin morfolojilerinde bozulma ve boyutunda kiigiilme tespit edilmistir. Ayrica
primordiyal germ hiicrelerinin sayisinda azalma, mitokondri ve diger organellerde
bozulma izlenmistir. Gelisimin ilerleyen giinlerinde deney gruplarina ait primordiyal
germ hiicrelerinde nuage materyali izlenememistir. Akbulut ve ark. (2013)’nin yaptig
diger bir ¢alismada ise 6nemli endokrin bozuculardan biri olan Bisfenol A’nin zebra
balig1 embriyo ve larvalarinda primordiyal germ hiicrelerine olan etkisi histolojik
yontemler ile incelenmistir. BPA uygulamasinin zebra baligi embriyo ve larvalarinda
primordiyal germ hiicrelerinin gogiinii etkiledigi tespit edilmistir. Whole mount in situ
hibridizasyon analizleri sonucunda ektopik bolgelerde primordiyal germ hiicreleri
tespit edilmistir. Bu sonuglar, histolojik ¢alismalarla da dogrulanmistir. Incelenen
histolojik kesitlerde ektopik bolgelerde gb¢ yolundan sapmis primordiyal germ

hiicreleri tespit edilmistir. Ayrica BPA uygulamasinin primordiyal germ hiicre
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sayisinin artigina sebep oldugu goriilmiistiir. Yapilan akridin turuncusu boyamasi
sonucunda, BPA uygulamasinin hiicre oOliimiinde artisa sebep olmadigl tespit
edilmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda BPA uygulamasina benzer sekilde LAS
maruziyetinin zebra baligi embriyo ve larvalarinda primordiyal germ hiicrelerinin
ektopik bolgelere gociinii indiikledigi gorilmistiir. Ektopik bolgelerde primordiyal
germ hiicrelerinin varlig1 histolojik kesitlerde goriintiilenmistir. Bu baglamda LAS
uygulamasmin da BPA gibi primordiyal germ hiicrelerinin go¢ mekanizmasini
etkiledigi tespit edilmistir. Yapilan akridin turuncusu boyamasi ve TUNEL analizleri
sonucunda LAS uygulamasinin apoptoza sebep oldugu goriilmiistiir. Hiicre 6liimiine
olan etkileri kiyaslandiginda LAS’in BPA’dan farkli bir etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Willey ve Krone (2001)’un yaptigi ¢alismada endosiilfan ve nonilfenoliin zebra balig
embriyo ve prelarvalarinda primordiyal germ hiicrelerinin dagilimina ve gogiine olan
etkisi arastirilmistir. Embriyolara gelisimin 2. saatinde endosiilfan ve nonilfenol
uygulamas1 yapilmistir. 1077 M’dan yiiksek konsantrasyonlarda hem nonilfenol hem
de endosiilfan uygulanan gruplarda gelisim anomalileri (omurga yapisinda egirlilik,
0dem olusumu, bas boyutunda kiiciilme) ve davranigsal bozukluklar (yuvarlak
hareketlerle ylizme ve yavas hareket etme) gozlenmistir. 24 saatlik zebra balig
embriyolarina yapilan whole mount in situ hibridizasyon deneyleri sonucunda
nonilfenol ve endosiilfan uygulamasi yapilmis embriyolarda primordiyal germ
hiicrelerinin go¢ edebildikleri tespit edilmistir. Endosiilfan uygulamasi sonucunda 5.,
6., ve 9. somitlerde primordiyal germ hiicre sayisi azalirken, 7. ve 8. somitlerde
primordiyal germ hiicre sayisinin arttigi1 goriilmistiir. Nonilfenol uygulamasinda ise 6.
7. ve 9. somitlerde primordiyal germ hiicre sayisinda azalma izlenirken, 8. somitte
bulunan primordiyal germ hiicre sayisinda artig goriilmiistiir. 24 saatlik embriyolarda
en fazla sayida primordiyal germ hiicresi 7. somitte tespit edilmistir. Sonug olarak,
endosiilfan ve nonilfenol uygulamasinin zebra balii embriyolarinda gonad
morfolojisinin olusumunda etkili olan primordiyal germ hiicrelerinin dagiliminda
degisime sebep oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda, gerek gelisim anomalisine
gerekse primordiyal germ hiicre dagilimimin degisimine sebep olmasi acgisindan

LAS’m endosiilfan ve nonilfenol ile benzer etki gosterdigi sdylenebilir. Calismamizda,
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Willey ve Krone (2001)’un ¢alismasindan farkli olarak primordiyal germ hiicrelerinin
gocii uzun siire boyunca takip edilmistir. LAS uygulamasi sonucunda, primordiyal
germ hiicrelerinin go¢ yolundan ayrildiklar1 ve hedef organ yerine farkli bolgelere gog

ettikleri tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda, siirfaktanlarin baliklarda gonad olugumuna etkisi
ile ilgili bir calismaya rastlanamamistir. Buna karsin, endokrin bozucu ya da pestisit
gibi maddelerin gonad farklilagsmasina etkisi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Corvi ve
ark. (2012), bir herbisit tiirii olan atrazin (ATZ)’in kronik maruziyetinin zebra
baliginda cinsiyet gelisimine olan etkisini aragtirmiglardir. 0.1, 1, 10 uM ATZ ve 1 nM
17a-estradiol (E2) uygulamasi sonucunda baliklarin cinsiyetleri ve gonad gelisimleri
incelenmistir. E2 uygulamasi yapilan baliklarda kontrol grubuna kiyasla gonad
yapisinin ovaryum yoniinde farklilastigi tespit edilmistir. ATZ uygulamasiin ise
cinsiyet gelisimi lizerinde bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Tanka ve Grizzle
(2002)’1n yaptiklar1 ¢alismada 6nemli bir endokrin bozucu olan nonilfenoliin (NP),
hermafrodit bir balik olan Rivulus marmoratus’da gonad farklilasmasina olan etkisi
incelenmigtir. 150 ve 300 pg/L NP uygulamasinin oogenezi inhibe ettigi tespit
edilmistir. 17a-etinilestradiol (EE) ve NP un zebra baliklarinda gametogeneze olan
etkilerinin arastirildigr diger bir ¢alismada larvalara gelisimin 2. giiniinden 60. giine
kadar olan siire boyunca NP (=100 pg/L) ve EE (=1 ng/L) uygulamas: yapilmistir
(Weber ve ark., 2003.). NP ve EE maruziyetinin hem disi hem de erkeklerde
gametogenezi baskiladigi goriilmiistiir Ovaryum yapisinda sadece oogonyum ve
previtellojenik oositler tespit edilebilmistir. Seminifer tiibiillerde ise NP ve EE
uygulamalari sonucunda spermatogonyum sayist fazla iken, sperm olusumu
gozlenmemistir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda ise LAS uygulamasinin, kontrol grubuna
kiyasla zebra baliklarinda gametogeneze ket vurdugu ve cinsiyet farklilagmasini

geciktirdigi sonucuna varilmstir.

Wang ve ark. (2015), anyonik [sodyum dodesilsiilfat (SDS)], katyonik [dodesil metil
benzil amonyum klorid (1227)] ve noniyonik [yag alkol polioksietilen eter (AEO)]
siirfaktanlarin zebra baligi embriyo ve larvalar1 lizerindeki akut toksik etkilerini

aragtirmiglardir. 1 pg/mL’lik dozlardaki 1227 ve AEO’nin larvalarin hareket
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aktivitelerine zarar verdigi, bunun yani sira SDS’in ise toksik etkisinin bulunmadigini
saptamislardir. AEO uygulamasimin SDS ve 1227 ile kiyaslandiginda, embriyolarda
bas ve gbz boyutunda kiigiilmeye yol agtigini tespit etmis ve bu gruptaki embriyolarin
diger gruplar ile kiyaslandiginda boylariin daha kisa oldugunu gézlemislerdir. Bu tez
calismasi kapsaminda LAS uygulamasi sonucunda doz artisina bagli olarak embriyo
boy uzunlugunda gelisim geriligi tespit edilmistir. Bu acidan LAS ve AEO’nun
embriyolarin boylarinin uzamasini 6nlemesi acisindan benzer bir etki gosterdikleri

sOylenebilir.

Li ve ark. (2017)’nin yaptig1 diger bir ¢alismada 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-
D)’nin zebra baliginda gelisim toksisitesi aragtirllmistir. Embriyolara 25, 40, 50, 60,
75 ve 100 mg/L’lik 2,4-D uygulamasi yapilmistir. 25 mg/L’lik dozda kalp gelisimini
saglayan genlerin (vinhc, amhc, hand?2, vegf, gatal) ekspresyonunda artis ve oksidatif
stres genlerinin (cat ve gpxla) ekspresyonunda azalma tespit etmislerdir.
Embriyolarda en ¢ok goriilen gelisim anomalisinin perikardiyal 6dem oldugu
belirtilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney gruplarinda boy
uzunlugunda kisalma, koryondan ¢ikma siiresinde artis ve 6liim oraninda artis gibi
etkiler gormiislerdir. Benzer gelisim anomalileri LAS uygulamasi sonucunda da

gorilmiistiir.

Bagka pestisitlerin de zebra balig1 gelisimine olan etkileri ¢alisilmistir. Shi ve ark.
(2008), perflorooktansiilfonat (PFOS)’in zebra baligi embriyolarinda gelisim
toksisitesi ve gen ekspresyonuna olan etkilerini arastirmislardir. Embriyolara 0,1
mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L ve 5 mg/L’lik dozlarda PFOS uygulamas1 yapilmaistir.
Deney gruplarinda koryondan ¢ikis siiresinde artis, embriyolarin koryondan ¢ikma
oraninda azalma, epiboli deformiteleri (bozukluklar1), hipopigmentasyon
(pigmentasyonda azalma), vitellus kesesi 6demi, kuyruk ve kalp yapisinda bozulmalar,
omurga egriligi ve boy uzunlugunda kisalma tespit edilmistir. Ayrica, yapilan akridin
turuncusu boyamast ve TUNEL analizleri sonucunda PFOS uygulamasinin apoptozu
artirdigin1 gérmiislerdir. Bax ve p53 genlerinin ekspresyonunda artis tespit etmislerdir.
Shi ve ark. (2008)’nin tespit ettigi koryondan c¢ikis siiresinde artig, embriyolarin

koryondan ¢ikma oraninda azalma, vitellus kesesi ddemi, omurga egriligi ve boy
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uzunlugunda kisalma ve embriyolarda apoptoz artist gibi bulgular, bizim

bulgularimiza benzer niteliktedir.

Deng ve ark. (2009) nin yaptig1 calismada bromlu bir bilesik olan ve yangin geciktirici
olarak kullanilan hekzabromosiklododekan (HBCD)’in zebra baligi embriyolarinda
gelisim toksisitesine ve apoptoza olan etkileri incelenmistir. Embriyolara, gelisimin 4.
saatinden itibaren 4 giinliikk siire boyunca c¢esitli dozlarda HBCD uygulamasi
yapilmustir. Diisiik dozlarda (0,05, 0,1, 0,5 ve 1 mg/L) gelisim anomalileri goriiliirken,
yiiksek dozlarda embriyolarin 61diigii tespit edilmistir. Akridin turuncusu boyamasi
sonucunda, deney gruplarindaki embriyolarin 6zellikle kalp bdlgesinde 6lii hiicreler
tespit edilmistir. Buna ek olarak, yapilan RT-PCR analizleri sonucunda, p53, Puma,
Apaf-1, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gibi apoptotik genlerin ekspresyonunda artig goriiliirken,
Mdm2 (p53 antagonisti) ve Bcl-2 (Bax inhibitorli) gibi anti-apoptotik genlerin
ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. Sonug¢ olarak HBCD uygulamasinin zebra
baliklarinda gelisim anomalilerini ve apoptozu artirdigi goriilmiistiir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda, LAS wuygulamasi sonucunda da, omurga yapisinda egrilik, boy
uzunlugunda kisalma, perikardiyal 6dem, vitellus kesesi 6demi, kuyruk yapisinda
egrilme ve koryondan ¢ikma oraninda azalma gibi gelisim anomalileri tespit edilmistir.
Yapilan akridin turuncusu boyamasi ve TUNEL analizleri sonucunda, kontrol grubuna

kiyasla deney grubunda apoptotik hiicrelerde artis goriilmiistiir.

Wu ve ark. (2016), tetrabromobisfenol A (TBBPA)’nin zebra baligi embriyo ve
larvalarinda toksik etkilerini incelemislerdir. Zebra balig1 embriyolarina, gelisimin 4.
saatinde cesitli konsantrasyonlarda (0,10, 0,40, 0,70 ve 1.00 mg/L) TBBPA
uygulamasi yapilmistir. Doz artigina bagli olarak koryondan ¢ikis ve yasama oraninda
diisme, larvalarin boy uzunlugunda azalma ve anomali (perikardiyal 6dem, kuyrukta
egrilik vb.) olusumunda artis tespit edilmistir. Sonuglar, tez ¢alismasi sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Bu baglamda, gelisim toksisitesi acisindan LAS
uygulamasinin zebra balig1 embriyo ve larvalarinda TBBPA ile benzer bir toksik etkiye
sahip oldugu sdylenebilir. LAS uygulamasi1 da zebra balig1 embriyo ve larvalarinda
koryondan c¢ikista gecikme, yasama oraninda diisme, anomali diizeyinde artis ve

larvalarin boy uzunlugunda azalmaya benzer sekilde sebep olmustur. Buna karsin, Wu
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ve ark. (2016), 0,1 mg/L’lik grupta SOD ve GPx aktivitesinde bir degisim
gozlemezlerken, diger doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla belirgin bir azalma
tespit etmislerdir. CAT aktivitesinde ise, tim gruplarda diisiis goriilmiistiir. Bizim
calismamizda ise LAS uygulamasinin zebra baligi larvalarinda oksidatif stres
parametrelerinde kontrol grubuna kiyasla fark goriilmemistir. Bu baglamda, LAS ve
TBBPA ’nin oksidatif stres agisindan farkl sekilde etki gosterdigi goriilmiistiir. Wu ve
ark. (2016)’nin calismasinda, TBBPA uygulamasi sonucunda, akridin turuncusu
boyamasi yapilmis, beyin, kalp ve kuyrukta 6li hiicreler gézlenmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda ise LAS uygulamasi sonucunda akridin turuncusu boyamasi yapilarak

vitellus kesesinde 0lii hiicrelerin varligi tespit edilmistir.

Wu ve ark. (2011), bisfenol A(BPA), nonilfenol (NP) ve bu iki endokrin bozucunun
karsiminin zebra balig1 embriyolarinda oksidatif strese olan etkilerini aragtirmislardir.
Embriyolar, gelisimin 4. saatinden, 7 giinliik asamaya kadar bu kimyasallara maruz
birakilmistir. 7. glin sonunda embriyolar homojenize edilerek, total glutatyon, GSH,
GSSH, SOD, Gpx, GST, CAT, MDA ve alkalin fosfataz seviyeleri Olclilmiistiir.
Calisma sonucunda BPA, NP, BPA+NP uygulanan gruplarda GSH, GSSH, Gpx, GST,
CAT, SOD ve alkalin fosfataz seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla diisiis, MDA
seviyesinde ise artis tespit etmislerdir. BPA+NP grubundaki etkinin, BPA ve NP
gruplarinda ayr1 ayri goriilen etkiden daha kuvvetli oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla iki ayr1 toksik maddenin, biraraya geldiginde daha kuvvetli bir ko-toksisite
yarattig1 sdylenebilir. Bizim ¢alismamizda LAS uygulamasi benzer sekilde gelisimin
4. saatinden, gelisimin 7. giliniine kadar yapilmistir. Fakat kontrol grubuna kiyasla
oksidatif stres parametrelerinde ve antioksidan enzim degerlerinde herhangi bir
degisim gbzlenmemistir. Bu durum, embriyolara diisiik dozlarda LAS uygulandig1 i¢in
olabilir. Deney planlamasi yapilirken, zebra baliklarinin gonad gelisimini net bir
sekilde gozlemek adina baliklarin en az 2 ay yasayabilmesini saglayacak diizeyde LAS
konsantrasyonlar1 se¢ilmis, dolayisiyla en yiiksek doz 120 saatlik LCso

konsantrasyonunun yaris1 olacak sekilde belirlenmistir.

Du ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada, perflorooktan siilfonat (PFOS) ve ¢inko oksit

(ZnO) nanopartikiillerinin zebra balig1 embriyolarinda oksidatif stres ve apoptoza olan
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etkileri incelenmistir. Embriyolara 96 saatlik gelisim siiresi boyunca PFOS (0,4, 0,8
ve 1,6 mg/L), ZnO nanopartikiili (12,5, 25, 50 mg/L) ve PFOS + ZnO nanopartikiilii
(0,4+12,5, 0,8+25 ve 1,6+50 mg/l) uygulamasi yapilmistir. 96 saatlik maruziyet siiresi
sonunda, SOD, CAT, Gpx ve MDA degerleri 6l¢iilmiistiir. Deney gruplarinda Gpx ve
MDA seviyelerinde artis tespit edilmistir. PFOS+ZnO grubunda, Bax, p53, kaspaz-3
ve kaspaz-9 gibi apoptotik genlerin ekspresyonunda artig tespit edilmistir. Yine ayni
grupta Cat, GSH peroksidaz 1 (Gpxla) ve superoksit dismutaz 1 (Sodl) genlerinin
ekspresyonunda ise azalma goriilmiistiir. Calisma sonucunda, PFOS+ZnO’nun birlikte
yarattig1 toksik etkinin PFOS ve ZnO nanopartikiiliiniin ayr1 ayr1 yarattigi toksik
etkiden daha fazla oldugu kanisina varilmistir. Tez kapsaminda benzer sekilde LAS
uygulamasinin apoptoza sebep oldugu yapilan TUNEL analizi sonucunda tespit
edilmigtir. Fakat LAS uygulamasinin oksidatif stres parametrelerinde kontrol grubuna

kiyasla herhangi bir degisime sebep olmadigi goriilmiistiir.

LAS’mm toksisitesi bagka balik tiirlerinde de c¢alisiimistir. Ko¢ ve Giliven (2002),
LAS’m alabalikta (Oncorhynchus mykiss) toksik etkisini arastirmislardir. LAS 1
solungag, karaciger, mide ve karacigerdeki birikimini ise azur A ve toluidin mavisi
boyalar1 kullanarak metakromatik yontemlerle tespit etmislerdir. Calisma kapsaminda
kiimiilatif (12,5 mg/L, tek doz) ve kademeli (giinliik 4,5 mg/LL LAS) olmak {izere 2
deney grubu ve 1 kontrol grubu olusturmuslardir. Bu ¢alisma sonucunda LAS’1n ¢esitli
organlar tarafindan emilip balik viicudunda dagildigini gozlemislerdir. Dokulardan
aliman kesitler incelendiginde, solungac, mide ve kalp gibi c¢esitli organlarda LAS
birikimine rastlamislardir. LAS birikimi solunga¢ > mide > kalp seklinde tespit
edilmigtir. Varsha ve ark. (2011) yaptig1 ¢alismada, LAS uygulamasinin Puntius
ticto’nun solungaclarindaki histopatolojik etkileri incelenmistir. Baliklara 24, 48, 72
ve 96 saatlik periyotlarla 20-28 mg/L LAS uygulamasi yapilmistir. Solunga¢ dokulari
incelendiginde, solunga¢ lamellerinin epitel dokusunda histolojik degisimler,
kapillerde kan birikimi, mukoz hiicrelerinde artis tespit etmislerdir. Anyonik yiizey
aktif maddelerden SDS ve LAS’in Sparus aurata’nin spermlerinin dolleme
kapasitesine olan etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada, baliklardan elde edilen spermler
60 dakika boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (0,3 mg/L, 0,6 mg/L, 1,5 mg/L, 3 mg/L
ve 6 mg/L) SDS ve LAS’a maruz birakilmistir (Rosety ve ark., 2001). Daha sonra, 20
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dakika boyunca sperm ve yumurtalar ayni ortamda tutulmus ve dollenmis ve
dollenmemis yumurtalarin oranlart not edilmistir. Calisma sonucunda her iki yilizey
aktif madde maruziyetinde de doz artisina bagli olarak spermlerin dollenme

kapasitesinin azaldig tespit edilmistir.

Deterjanlar giinliik hayatta en ¢ok kullanilan kimyasallardir. Bu kimysallarin yaygin
kullanim1 sonucunda ekosisteme ciddi oranda deterjan salinimi olmaktadir. Bu
kirlilikten, sucul canlilar da ciddi oranda etkilenmektedir. Deterjanlarin ¢ok diisiik
dozlarinin bile baliklarda olumsuz etkilere sebep oldugu bu calisma ile ispatlanmistir.
Calismamizda, LAS uygulamasinin primordiyal germ hiicrelerinin gé¢ yolundan
ayrilmalarina sebep oldugu, gonad gelisimini geciktirdigi, apoptoza ve gelisim
anomalilerine sebep oldugu tespit edilmistir. Primordiyal germ hiicrelerinin goc¢iinde
meydana gelen hasar ve degisiklikler, gonad olusumunu yakindan etkilemektedir.
Kontrol grubundaki baliklarin gonad yapilart incelendiginde ovaryum ya da testis
yoniinde farklilagsma gozlenirken, LAS uygulamas1 gonad gelisimini yavaslattigi ve
gonad yapisinda histopatolojik degisimlere sebep oldugu i¢in deney gruplarinda kesin
bir cinsiyet teshisi yapilamamistir. Bunun uzun siireli etkisi, deterjan maruziyetinin
baliklarin iiremesine ket vurmasidir. Dolayisiyla gereksiz yere deterjan kullanimindan

miimkiin oldugunca ka¢inilmali ve ¢evreye deterjan salinimi minimuma indirilmelidir.
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