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OZET

Anahtar kelimeler: Zebra balig1 (Danio rerio), ovaryum, N-nitrozo N-Etiliire

N-nitrozo N-Etiliire (ENU) DNA alkilleyici olarak bilinen gii¢lii bir mutajendir. DNA’
da bulunan baz ciftlerinin eslesmesi sirasinda bazlarin eslesme dizisini bozarak DNA
yapisina zarar verir. Ayrica ENU belirli timorleri indiikleyen bir maddedir. Bu
calismada ENU maddesinin zebra baliklarima uygulanarak, disi zebra baliklarinin
ovaryumunda meydana gelen degisimler histolojik olarak arastirildi.

Calisma kapmasimda 1 kontrol 4 deney grubu olmaz {izere toplam 5 grup olusturuldu.
Her grupta 4 adet disi zebra balig1 kullanildi. Deney gruplarina 0.25 ve 0.50 mM’lik
ENU uygulamasi yapildi. 1. ve 2. Deney grubu sadece 1 saat bu dozlara maruz
birakilirken, 3. Ve 4. deney grubu, 3 giin arayla 1+1 saat seklinde 0,25 ve 0,50 mM’lik
ENU’ya maruz birakildi. Besinci gilinlin sonunda tiim baliklar disekte edildi. Alinan
zebra baligi ovaryum dokusuna rutin histolojik islemler uygulandi. Histolojik
incelemeler neticesinde ENU’ya maruz kalan disi zebra baliklarin ovaryumlarinda
degisimler goriildii.

0.5 mM ENU muamelesi sonucunda zebra balig1 ovaryumunda, kontrol ve 0.25 mM
lik gruba kiyasla oositlerde dejenerasyon, zona radiata da kalinlagsma, bag doku artisi,
gozlendi. N-nitrozo N-Etiliie (ENU) uygulamasinin zebra balig1 ovaryum dokusunda
yapisinda histopatolojik degisikliklere sebep oldugu tespit edildi. Bu degisimlere bagh
olarak disi zebra baliginin iireme kapasitesinde bozulma meydana geldigi goriildii.
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HISTOLOGICAL EFFECTS OF N - NITROSO N-ETHYLUREA IN
ZEBRA FISH OVARIUM

SUMMARY

Keywords: Zebrafish (Danio rerio), ovary, N-nitrozo N-Ethylurea

N-nitroso N-ethyl (ENU) is a strong mutagen known as DNA alkylating. It interrupts
the pairing sequence of bases during the pairing of base pairs in DNA and damages
the DNA structure. In addition, ENU is a substance that induces certain tumors. In this
study, the changes in ovarian Zebra fish ovary were applied to the Zebra fish of ENU
and histologically investigated.

A total of 5 groups were formed, not one control and four experimental groups.

Four female zebrafish were used in each group. 0.25 and 0.50 mM ENU was applied
to the experimental groups. Experimental groups 1 and 2 were exposed to these doses
for only 1 hour, while experimental groups 3 and 4 were exposed to 0.25 and 0.50 mM
ENU in the form of 1 + 1 hour at 3-day intervals. At the end of the fifth day, all the
fish were dissected. Routine histological procedures were applied to the zebrafish
ovarian tissue. Histological examinations revealed changes in the ovaries of female
zebra fish exposed to ENU.

As a result of 0.5 mM ENU treatment, degeneration of oocytes, thickening of zona
radiata, increased connective tissue were observed in zebrafish ovarium compared to
control and 0.25 mM group. N-nitroso N-ethyl (ENU) was found to cause
histopathological changes in the zebrafish ovarian structure. Due to these changes, it
was observed that malnutrition capacity of female zebrafish decreased.



BOLUM 1. GIRIS

Omurgalilarin en alt grubu olan baliklar, gelismis organizasyonlu canlilarin
sistemlerindeki aragtirmalar i¢in olduk¢a 6nemli bir yer tutar. Sucul omurgalilar
cevreden yayilan cesitli faktorler diger canlilardan daha fazla maruz kalmalarindan
dolayr baliklarla ilgili yapilan arastirmalar olduk¢a Onemlidir. Son yillarda
calismalarda zebra balig1 ve embriyolar1 siklikla kullanilmaya baslanmistir. Zebra
baliginin dayanikli bir tiir olmasi, kolay bulunmasi, laboratuvar ortaminda kolay
beslenebilmesi ve c¢ogalmasi, ergin disilerin ylizlerce yumurta birakabilmesi, dis
dollenmeyle iliremesi, yumurta ve embriyosunun saydam olusu, yumurta ve larva
gelisiminin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa olmasi ve embriyolarinin
toksik ajanlara duyarli olusu nedenleriyle bilimsel ¢alismalarda en sik kullanilan

model organizmalardan biridir (Nagel, 2002).

ENU, mutajenlerin alkilleyici madde sinifinin bir iiyesidir (Russell ve ark. 1979). N-
nitrozo bilesikleri ve nitrozaminler kanser olusumunu tetikleyen bilesiklerdir. Birgok
deney hayvani lizerinde kullanilmis ve kanserojenik 6zelligi goriilmiistiir. Sigan, fare,
zebra balig1 gibi denekler iizerinde deneyler yapilmistir. Bunun sonucunda toksik,
teratojenik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin oldugu belirlenmistir. ENU ile
yapilan caligmalarda kullanilan doz orami miktar1 degistik¢e, deneklerde olusan

hasarlarda da farklilik gozlenmektedir. (Justice ve ark. 2000).

Zebra baligi ovaryumuna ENU’nun etkilerini incelemek icin iki farkli dozda ENU
(0,25 Mm, 0,50 mM) uygulamas1 yapildiktan sonra histolojik yontemlerle incelendi.
Sonug olarak 0.25 mM’lik doz grubunda bir saatlik ve iki saatlik uygulamalarda


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4113905/#R28

genel olarak kortikal alveolar oositlerde ¢ekirdekte bozulmalar izlendi. Vitellojenik
oositlerde zona radiata ile folikiil epiteli arasinda ayrilmalar izlendi. Olgun oosit
yapisinda bozulmalar izlendi. Olgun oositlerde zona radiatada kalinlagsma izlendi. 0.50
mM’lik doz grubunda ise bir saatlik ve iki saatlik uygulamalarda genel olarak primer
oositlerde zona radiata ile ooplazma arasinda agilma izlendi. Vitellojenik oositlerde

yapisal deformasyonlar izlendi. Olgun oositlerde zonra radiata kalinlasmas1 izlendi.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. N-Etil-N-Nitroziire

ENU, iyi bilinen bir DNA alkilleyici ajan ve gii¢lii kanserojendir. ENU ayrica bir
teratojen olarak da bilinir ve merkezi sinir sisteminde anomaliler ortaya cikarir

(Druckrey ve ark., 1967).

[lk olarak 1919'da N-etiliire ile nitrdz asit reaksiyonu sentezlenmistir. Saf formda, sari-

pembe kristaller 1s18a duyarhdir. (Knapik, 2000).

ENU mutagenezi, genomdaki rastgele nokta mutasyonlarini tanitmak i¢in yaygin
olarak kabul edilen ve kanitlanmis bir yontemdir. DNA bazlarindaki oksijen veya azot

atomlarin etki ederek mutajenik aktivitesini gosterir (De Bruijn ve ark., 2009).

ENU, bir mutajen oldugu kadar bir toksin ve kanserojendir ve suslar, etkilerine kars1
duyarhiliklarinda farklilik gosterir. Bu nedenle, deneylerde kullanilacak suslar icin

uygun bir mutajen, toksik olmayan ENU dozu belirlemek gereklidir (Justice, 2000).

Solnicave arkadaslarinin zebra balig1 iizerinde yaptig1 deney sonucunda, ENU’nun
letal dozu belirlemistir. 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM ve 5 mM ENU dozlarini
kullanarak yaptig1 deneyde 4 mM ENU’ya maruz kalan baliklarin %50°si 6lmiistiir.
Bu nedenle LCso 4 mM olarak belirlenmistir (Solnica ve ark, 1994).



2.2. Model Organizma Olarak Zebra Bah@imin Kullanim

Zebra balig1 insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin arastirilmasinda miikemmel
bir model organizma olarak kullanilmaktadir. Bunun nedenleri, zebra balig1 ile insan
ve diger omurgalilarin genom yapilarinin benzer olusu, metabolizmalarinin ve
embriyonik gelisimlerinin hemen hemen ayni olmasi, en 6nemlisi insanlarda bulunan
tiimor baskilayic1 genin zebra baliginda da kesfedilmis olmasidir (Sisman ve

Geyikoglu, 2010).

Zebra baligy, tizerinde calisilmasi zor olan diger tiirler hakkindaki biyolojik olaylarin
arastirilmasi ve bilgi edinilmesi ile insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin
arastirtlmasinda miilkemmel bir model organizma olarak kullanilmaktadir (Van der Sar

ve ark., 2004).

Zebra baliginin genom yapisinin, diger omurgali canlilar ve insan genomuna benzerlik
gdstermesi, metabolik faaliyetlerin ve embriyonik gelisim siireclerinin olduk¢a benzer
olmasi, embriyonal gelisimin mikroskop altinda kolaylikla izlenebilmesi, bu canlilarin
model organizma olarak kullanilmasinda onde gelen sebeplerdendir (Din, 2002).
Zebra baligi, bir tiimdér modeli olarak bircok avantaj saglar. Insan ile zebra baligi
arasinda genom, mRNA ve protein dizilerinin benzerlik gdstermesi bu avantajlar
arasindadir (Zhang ve ark., 2015). Zebra balig1 basit bir akvaryum balig1 olmaktan
ziyade tibbi arastirmalarda kullanilan, oldukca popiiler bir omurgali modeldir.
Alzheimer, konjenital kalp hastaliklari, diabetes mellitus ve kanser gibi bircok
hastalikta aragtirmalara modellik yapmis omurgali bir tiirdiir (Sarras ve ark., 2015).
Insana ait birgok hastalik ve gelisim genlerinin benzeri zebra baliginin genomunda da
vardir. 1.7 milyar baz ¢iftine sahiptir ve liretilebilen zebra baliklar1 insan hastaliklar

i¢cin uygun bir modeldir (Kayhan ve ark., 2018).

Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yonetilen omurgali biyolojisi, fizyolojisi ve insan
hastaliklar1 aragtirmalarinda genom ¢alismalarinda zebra baligin1 model sistem olarak
secilmistir. Bu model caligmalarin hizli ilerlemesiyle birlikte kritik genetik reaktiflerin

olusturulmasi agisinda ¢ok uygundur (Dooley ve Zon, 2000).



Zebra balig, insanlara kars1 yliksek bir genetik benzerlik paylasmaktadir ve tiim insan
hastalik genlerinin yaklasik % 70'i, zebra balig1 igerisinde iglevsel homologlara
sahiptir. Zebra balig1 biyolojisinin bir¢ok avantaji onu arastirmacilar i¢in ¢ekici bir
model haline getirmektedir. Bunlar: haftada 200-300 yumurta birakabilen yiiksek
tireme verimine sahip canlilar olmalari, viicut disinda gelisen saydam embriyolara
sahip olmalart ve hizli gelisen olmalaridir. Ek olarak, zebra balig1 yetistirmek ve
bakimin1 yapmak kolay ve ucuzdur, boylece binlerce hayvanin laboratuvarda makul

bir maliyette tutulmasin1 miimkiin kilar (Santoriello ve Zon, 2012).

2.3. Zebra Baliginin Genel Ozellikleri

Zebra balig1 (Danio rerio) Cyprinidae familyasinda yer alir. Anavatan1 Gilineydogu
Asya olan zebra baliklar1 yogun olarak Pakistan ve Hindistan’da i¢ sularda

bulunmaktadir (Mills, 1986).

Genellikle durgun, temiz ve bol oksijenli sularda yasarlar. Govdelerinde 7-9 adet
giimiis rengi ve mavi ¢izgiler vardir. Zebra baliklart su sicakligi bakimindan genis bir
yelpazede yasayabilir. 18-30°C araliginda bir sorun olmadan hayatini
siirdiirebilmektedir. Zebra baliklarmm iiremeleri olduk¢a kolaydir. Uremeleri igin

ideal sicaklik 26-28°C’dir (Akbulut ve ark. 2000).

Ergin hale gelmemis bireylerde esey ayrimi yapmak ¢ok zordur, fakat erginlesmemis
erkek bireylerin disiye kiyasla anal ylizgeglerinin daha biiyiik olmas1 ve disilerdeki
genital papilla yapis1 bu ayrimi kolaylastiran noktalardir. Bunun yani sira disilerde
karin kismi oldukg¢a siskin ve tombuldur (Sisman, 2007). Erkek bireyler disi
bireylerden morfolojik olarak farklilik gostermektedir. Erkek bireylerin anal
yiizgecleri disi bireylere gore daha biiyiikk ve genital papillaya sahiptirler (Timur,
20006).

Zebra baliginin gelisimi, insanlar da dahil olmak tizere daha yiliksek omurgalilarin
embriyogenezine ¢ok benzer ancak memelilerden farkli olarak seffaf bir yumurta ile

ovipar iireme gostermektedir (Wixon, 2000).



Zebra baliginin govdesi birbirini izleyen koyu mavi, giimiis beyazi cizgilerle sisli,
narin bir yapiya sahiptir. Disi birey erkek bireyden daha iri ve daha kivrik karin
cizgisine sahiptir. Ergin donemde boylar1 5 cm kadardir. Erkeklerde altin, diside
sarims1 beyaz ton lizerinde, parlak mavi boyuna bantlar vardir. Bantlar kuyruk
yiizgecinin sonuna kadar devam eder. Anal yiizge¢ de bantlidir. Sirt kahverengimsi
yesil, karin beyazimsidir. Sirt yiizgeci zeytin renginde, dis kenarlar1 mavi-beyazdir.

Cift ylizgegleri renksizdir (Kog, 2008).

Baligin govdesi 1s18a bagli olarak koyu mavi, giimiis beyazi veya altin sarisi ¢izgilerle

srtiiliidiir (Mills, 1986).

Bir zebra balig1 her iireme déneminde 50 ile 200 arasinda yumurta birakir. Bu da bir
defada bircok denek iizerinde calisma imkani saglamaktadir (Lieschke ve Currie,
2007). Yumurtalardan ¢ikan larvalar elverisli ortam sartlarinda 3 ayda cinsel olgunluga
erisirler (Mills, 1994). Zebra baliklar1 durgun veya akintili sularda da yasayabilirler.
Aktif ve hareketli baliklardir.

Zebra baliklart omnivordur. Dogal yasam alanlarinda tercih ettikleri besin kaynaklari
arasinda zooplanktonlar, bocekler, bocek larvalari, fitoplanktonlar, kii¢iik kabuklular
ve kurtcuklar bulunmaktadir (Smith ve ark, 2007). Zebra baliklari, embriyonal,
jiivenil, yetiskinlik agamalarinda; hayatta kalma, biiyiime, gelisme, lireme, hastaliklara
ve strese karsi direng saglamak i¢in temel besin maddelerine ihtiyac¢ duyarlar. Bu besin
maddeleri proteinler, aminoasitler, lipitler, karbonhidratlar, mineral ve vitaminlerdir.
Bunun i¢in dogal yasam alanlarinda en ¢ok tercih ettikleri beslenme sekli canh
yiyeceklerdir. Artemia ve bazi rotiferler (Brachionus sp.) listenin en basinda bulunur

(Watanabe ve ark., 1983).



Baliklar ve insanlar, fizyolojik islemlerde yer alan gen fonksiyonlarinin benzerligini
paylasir. Zebra baligi icindeki hastaligin modellenmesi, hastalik fenotipinin genetik
veya kimyasal baskilayicilarinin  veya arttiricilarinin - tanimlanabilecegi  ve
caligilabilecegi uygun ve gii¢lii bir platform saglar. Zebra baligi, insan hastalik
patogenezinin anlasilmasinda ve nihayetinde genis bir hastalik yelpazesinde yeni
terapotik ajanlarin kesfedilmesinde faydali olacaktir (Santoriello ve Zon, 2012). Bu

nedenle zebra balig1 bilim dallarinda en uygun denek modelleri arasinda yer alir.

2.4. Baliklarda Gonad Yapisi

Gonadlar, omurgalilarin embriyonik déoneminde mesonefroz kanallar komsulugunda
taslaklar halinde gelismeye baslar. Primordiyal germ hiicreleri yumurta sarisi kesesi
(yolk sac) endoderminin allontoise yakin olan bolgesinden ameboid hareketlerle
primordiyal gonadlara (gonad taslaklar1) go¢ ederler. Eger bu gé¢ olmazsa gonadlar
gelismez ve sadece kabarti halinde kalir. Embriyonik gelisimin ilk evrelerinde
gonadlar farklilasmamistir (farklilasmamis gonad), ancak, genotipe uygun olarak
erkek ya da disi gonadi olusturma yetenegine sahiptir. Gonadlar, somatik ve germ
hiicre kiimesinden olusur. Germ hiicreleri, gonad taslaklarin da uzak bolgelerde
ozelleserek go¢ ederler. Bu evrede germ hiicreleri primordiyal germ hiicreleri (PGH)
olarak isimlendirilir. Bunlar germ hiicre soyunun (sperm ya da yumurta) Oncil
hiicreleridir. Bu hiicreler, embriyonik donemde ortaya c¢ikan embriyonik kok

hiicrelerdir. (Kog, 2008).

Primordial germ hiicreleri (PGC), gametlerin kurucu hiicreleridir. Gelisimin en erken
asamalarinda ortaya ¢ikarlar ve gelecekteki gonad'in somatik hiicrelerine katildiklari
genital sirtlara goc ederler. Olusumunu ve gogiinii belirleyen faktorler biiyiik dlgiide
bilinmemektedir. Gogleri sirasinda farkli zamanlarda izole edilen PGC'lerin birincil
kiltiirti, davranmglarinin =~ kontroliinlin ~ baz1  yonlerinin  analizine  olanak
saglamistir. Genital sirtlarla sartlandirilmis kiiltiir ortaminin etkileri, PGC'lerin hem
cogalmasimin hem de gdociiniin kismen yayilabilir faktorlerle kontrol edilebilecegini

gostermistir (Wylie, 1993).



Gametler, primordiyal germ hiicrelerinden gelisir. Bu hiicreler, hem gog¢ sirasinda hem
de gonadlarda mitoz boliinme ile sayilarmi arttirir ve gonadlarda gamet Oncii
hiicrelerine  farklilagir. Gametlerin  6ncii  olan bu hiicrelerine erkeklerde
spermatogonyum, disilerde oogonium (oogonyum) denir. Bu hiicreler, gametogenez
(erkeklerde spermatogenez, disilerde oogenez) olayi ile gametleri meydana getirirken
mayoz bolinme evresi gegirirler. Gelismekte olan gametlerin sitoplazmalarinda
degisimler olur. Erkeklerde sperm (spermatozoon), disilerde oosit olusur. Sperm ve

oosit, 6zellesmis iireme hiicreleridir (Glirsoy ve Koptagel, 1997).

2.5. Zebra Bahginin Ovaryum Histolojisi

Olgun haldeyken tanecikli goriiniime sahip olan bir ¢ift ovaryum dis taraftan periton
ile gevrili ve oval sekillidir. Bu durumdaki bir ovaryumda yumurtalar, bag dokusu ve

kan damarlar1 rahatlikla goriilebilmektedir (Cakici, 2001).

Yumurtalar yumurtalikta olusur. Genital bir acikliga yol acan aniisiin arka kisminda
kisa bir liimen “yumurta kanali” bulunur. Hassas olan yumurtaligin duvarinda az
miktarda diiz kas vardir. ince boyuna kivrimlar ya da lameller olarak yayilan ve
yumurtalik boslugunun i¢ine baglanan bir bag dokusu bdlmesinin iizerinde bulunan
epitel doku bulunur. Gelisimin farkli asamalarinda rastgele diizenlenmis folikiiller
igerir. Atretik folikiiller ve postoperatif folikiiller yumurtalik i¢inde bulunurken her
biri bir oosit igeren folikiiller, somatik (germinal olmayan) hiicrelerin katmanlar ile

sarilidir (Selman ve ark., 1993).

Yumurtaliklar ¢ift ve uzun yapilardir. Ovaryum dokusu histolojik olarak
incelendiginde genellikle farkli gelisim evrelerinde oositlerin oldugu goriilmektedir.
Kisa bir yumurta kanali, yumurtalar1 disartya dogru iletir (Menke ve ark. 2011).
Kemikli baliklarda oositler, diger omurgalilarda oldugu gibi, dis bir tabaka ve bir i¢
graniilosa olarak iki ana hiicre tabakasi ile g¢evrilidir. Oositler biiyiidiikce, folikiil
hiicreleri ¢ogalir ve graniilosa hiicre tabakasi adi verilen stirekli bir folikiiler tabaka
olusturur. Balik oosit gelisimi, oosit biiyiimesi ve oosit olgunlagmasina

ayrilabilir. Vitellogenesis oosit biiyiimesinde 6nemli bir rol oynar. Germinal vezikiil



g0l ve pargalanmasi, lipid damlaciklarinin ve yumurta sarisi globiillerinin birlesmesi
ve 1. polar govdenin serbest birakilmasi olgunlasmanin 6niindeki karakteristik olaydir

(Yon ve ark. 2008).

Kemikli baliklarin ¢ogunda, oogenez siireci bes, alt1 veya sekiz asamaya ayrilabilir
(Aytekin ve ark., 2008). Zebra baliklarinda dort evre goriiliir. Oogenez siiresince
degisen histolojik Ozellikler paralelinde; primer oosit evresi, kortikal-alveolar evre,
vitellojenik evre ve olgunluk evresi olarak baslica dort evre ayirt edilmistir (Cakic,

2001).

2.5.1. Oosit olgunlasmasi

Oosit bliylimesini tanimlamak igin g¢esitli smiflandirmalar  Snerilmistir. Bu
siiflandirmalar, biiyiiyen oositin ve c¢ekirdeginin morfolojik &zelliklerini, oosit
boyutunu ve graniilosa hiicre tabakas1 6zelliklerini hesaba katarak yapilir (Lambert,
1970; Selman ve ark.,, 1993). Oogonyum germinal epitel dokulardan olusur.

Oogonyumlarin bir kism1 primer oositlere doniisiir (Lambert, 1970).

Gonadlar gelisim sirasinda oositler yavas yavas yumurta sarisi globiilleri (yuvar) tiretir
ve hiicre hacmi artar, ¢ekirdek hiicre ¢evresine dogru hareket eder ve mikropil olusur.
Folikiiler hiicreler hiicre dis1 matris reorganizasyonu ile molekiiler degisikliklere ugrar

ve teka goriiniir (Viana ve ark., 2018).

2.5.1.1. Primer oosit evresi

Oosit gelisiminin ilk basamagi primer oosit evresi olarak adlandirilir. Bu evrenin
baslangicinda oositler fizyolojik olarak kiireseldir. Oositlerde ooplazma yogun olarak
bulunur. Cekirdekli veya ¢ekirdeksiz bulunabilirler. Oositler genisledikce, niikleollerin
cevresi olarak yonlendirilmis bir ¢izgi olusturuldugu kolaylikla anlasilabilmektedir

(Cakic1 ve Ugiincii 2007).
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2.5.1.2. Kortikal alveolar evre

Kortikal-alveolar evre oosit gelisiminin ikinci adimidir. Oositlerin ¢ap1 artarken, ilk
olarak ooplazmanin periferal bolgesinde kortikal alveoller ortaya ¢ikar. Cekirdekler
diizensiz sekildedir. Niikleuslarin ¢ogu niikleer membranin i¢ sinirina baglanir (Cakici

ve Ugiincii 2007).

2.5.1.3. Previtellogenik evre

Bu evrede hiicre biiyiikliigli ve hiicre ¢apinda biiylime olur. Sitoplazmanin hacminde
de artis olur. Germinal vezikiil biiyiikliigiinde artig olur. Folikiil hiicreleri tek sira

halinde dizilir (Cakic1, 2001).

2.5.1.4. Vitellogenik evre

Cogu hayvanlarin oositlerinde oldugu gibi vitelliis ¢ok 6nemli bir yap1 elemanidir.
Vitelliisiin  birikimine paralel olarak oosit caplari carpict bir bigimde biiyiir

(Nagahama, 1983).

Vitellogenik evrede oosit biiyiikliiglinde artig olur. Bu artisinin nedeni sitoplazmada
organel artisidir. Bu organeller, endojen ve eksojen olarak iiretilir. Bunlar yogun olarak
golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulumdur. Golgi cisimcigi irettigi besinleri
paketler. Besinler iiretilip paketlendikce kortikal alveoller perifere dogru kaydirilir
(Anderson, 1968). Bu evrede folikuler tabaka kalinlasir ve en belirgin olan zona

radiatadir (Cakic1 ve ark., 2007).
2.5.1.5. Olgunlasma evresi
Vitellogenezis ilerledikce olgun yumurtalarin sitoplazmasinin biiyliik bir kismu,

etraflar1 bir zar ile ¢cevrelenmis ¢ok sayidaki yogun vitelliis graniilleri ile doldurulmus

duruma gelir (Nagahama, 1983).
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Vitellus kesesinin dolmasiyla ooplazmanin kapladigi alan daralir. Olgun yumurta
sayis1 artar. Bu nedenle oosit tabakalar1 diizensiz katlanir. Oositleri koruyan tabakanin

yirtilmasi sonucunda yumurtlama meydana gelir (Cakici ve ark 2007).

Mayoz boliinme bu evrenin sonunda fertilizasyonun olusmasi ile tamamlanir. Bu

evrede hiicre ¢api artar. Graniilosa tabakasi incelir. Zona radiatanin kalinlig1 azalir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Zebra bahg

Calismada, SAU Biyoloji Boliimii Balik Yetistirme Laboratuvari’ndan zebra baliklart
temin edildi. Deney icin 6zel olarak 10x20x35 cm biiyiikliiglinde ve 5,5 litrelik
akvaryumlar hazirlandi. Deney asamasina gecilmeden Once baliklar 1 hafta boyunca
gbzlem altinda tutuldu. Deney igin O6zel olarak hazirlanan akvaryumlara 48 saat
dinlendirilmis su konuldu. Akvaryum igerisindeki sular, hava motorlar1 ile
oksijenlendirildi. Baliklarin, deney siiresince 28°C su sicakliginda ve 14 saat aydinlik:
10 saat karanlik 151k periyodunda yasamasi saglandi. Baliklar sabah ve aksam diizenli

olarak Tetra Pro Energy yem ile beslendi.

3.1.2. N-Etil-N-Nitroziire

Calismada kullanilan kimyasal madde olan N-Etil-N-Nitroziire (ENU) (CAS No: 759-
73-9), Sigma Aldrich (St. Louis, MO)’den satin alindu.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney diizenegi

Deney kapsaminda 1 kontrol ve 4 deney grubu olmak iizere toplam 5 grup olusturuldu.
Her grupta 4’er disi zebra balig1 olmak iizere toplamda 20 disi zebra balig1 kullanildi.

Iki grup 0.25 mMlik ENU maddesine bir saat maruz birakildi daha sonra temiz

akvaryumlara dinlendirilmek iizere alindi.
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Diger iki grupta 0.50 mM’lik ENU maddesine bir saat maruz birakildi ardindan temiz
akvaryuma dinlendirilmek {izere alindi. Tim gruplar ii¢ glin temiz akvaryumlarda
dinlendirildi. ENU maddesine bir saat maruz birakilan 0.25 mM’lik iki gruptan biri ti¢
giin dinlendirildikten sonra alinarak tekrar bir saat 0,25 mM’lik ENU maddesine maruz
birakildi. Boylece 0.25 mM’lik bir doz grubu ENU maddesine bir saat maruz kalirken
diger grubu da toplamda iki saat ENU maddesine maruz kaldi. Ayn1 sekilde 0,50 mM
olan doz grubun da bu yontem uygulandi. Tiim baliklar besinci giin diseksiyon

islemine tabi tutuldu (Sekil 3.1.).

DENEY DUZENEGi
(TOPLAM 20 BALIK)

0.25 MM ENU’YA 1 0.5 MM ENU’YA 1
SAAT MARUZ SAAT MARUZ

KONTROL
GRUBU(TOPLAM 4

BALIK) BIRAKILAN GRUP BIRAKILAN GRUP

(TOPLAM 8 BALIK) (TOPLAM 8 BALIK)

3 GUN BOYUNCA 3 GUN BOYUNCA
TEMIZ SU iCERISINDE TEMIZ SU iCERISINDE
TUTULUR TUTULUR

L 1 SAAT 0.25 mM ENU L 1 SAAT 0.5 mM ENU
YGULAMASI (4 BALIK YGULAMASI (4 BALIK

Sekil 3.1. Deney diizenegi

Deneyimiz bu diizenek sekli kullanilarak {ic defa tekrarlandi. Kontrol ve deney

grubuna ait ovaryumlar disekte edildikten sonar rutin histolojik islemler uygulandi.

3.2.2. Histolojik analizler

3.2.2.1. Fiksasyon

Alinan doku 6rnekleri Bouin fiksatifi i¢cinde 18 saat boyunca fikse (tespit) edildi.
Calismamizda fiksatif olarak Bouin kullanildi (Tablo 3.2.) .



Tablo 3.2. Bouin soliisyonunun hazirlanist
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Kullanilan maddeler Miktar1 Siiresi
Distile suda doyurulmus pikrik 75 mL 2saat-24 saat
asit
% 40’lik formalin 25mL
Asetik asit SmL

3.2.2.2. Dehidrasyon

Fiksasyon isleminin ardindan dokular yiikselen alkol serilerinden

igerisindeki su uzaklagtirildi.(Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Isik mikroskobu i¢in dehidratasyon uygulamast

gecirilerek

Kullanilan maddeler Miktar Siiresi

%50 Etanol 100 ml 30 dakika
%70 Etanol 100 ml 30 dakika
%80 Etanol 100 ml 30 dakika
%90 Etanol 100 ml 30 dakika
%95 Etanol 100 ml 30 dakika
%100 Etanol 100 ml 30 dakika
%100 Etanol 100 ml 30 dakika

3.2.2.3. Seffaflastirma

Hazirlanan zebra baligi ovaryum dokulart parafin ¢oziicii sivi olan ksilolde

bekletilerek seffaflagtirma islemi uygulandi. Boylelikle dokudaki alkol dokudan

uzaklastirilmis oldu.
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3.2.2.4. Parafine gomme ve blok hazirlama

Ksilol uygulmasindan sonra dokular 58-60 c’lik etiivde parafin i¢inde bekletildi. 1

gece siiren bu islemden sonra dokular parafin i¢ine gomiildii.

3.2.2.5. Kesit alma

Parafine gomiilen ovaryum dokusundan Leica marka doner mikrotom kullanilarak
yaklagik olarak 5 mikron boyutunda kesitler alindi. Alinan kesitler albiimin mayerli
lamlara alind1 ve boyanma islemine gecildi.

3.2.3. Boyama

3.2.3.1. Hematoksilen-Eosin boyama metodu

Dokular rutin histolojik boya olan hematoksilen-eozin ile boyandi. (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Isik mikroskobu i¢in Harris Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Ksilol 3x3 dakika
%70’lik Etanol 30 saniye
%80’lik Etanol 30 saniye
%90°11ik Etanol 30 saniye
%100’lik Etanol 1x3 dakika
Akan musluk suyu 30 saniye
Hematoksilen 4,5 dakika
Distile suda 4 dakika
%95°lik Etanol 2x30 saniye
Eosinde 30 saniye
%100’liik Etanol 6x15 saniye
Ksilol 3x15 saniye
Entellan kapatilir.




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubunda primer oositler biiyiik ¢ekirdekli ve yuvarlak bir sekile sahipti.
Primer oositlerde kortikal alveoller gézlenmedi. Zona radiata da bu sathada goriilmedi.
Kortikal alveolar oositte ooplazma periferinden baslayarak kortikal alveollarin
sayisinda artig oldugu goriildii. Hiicre ¢ekirdekleri oosit merkezinde goriildi (Sekil

4.1)).

-

Vo

OP

PO

00

ZR

vo
CAO

KP

Sekil 4.1. Kontrol grubu; ovaryum dokusu i¢inde yer alan oositler; Primer oosit (PO), Vitellojenik oosit (VO),
Ooplazma (OP), Karyoplazma (KP), Zona radiata (ZR), Kortikal Alveolar oosit(CAO), Olgun
00sit(00), H&E Boyama, X40
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4.2. ENU Maddesi ile Bir Saat Maruz Kalan Dozlar

4.2.1. 0,25 mM ENU maddesi uygulanan grup

0,25 Mm ENU uygulanmis deney grubunda yapisal bozulmaya ugramis oosit
gozlendi. Kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda kortikal alveol oositte seklinde
diizensizlik ve c¢ekirdek kaymalar1t gozlendi. Ayrica kortikal alveol oositte
ooplazmasinda vakuolizasyon gozlendi. Vitellojenik oositlerde niikleuslarin perifere
dogru kaymalar izlendi. Zona radiata ile folikiil epiteli arasinda ayrilma gozlendi.
Primer oositler diger gruplardaki primer oositler ile karsilagtirildiginda sayist daha ¢ok
oldugu gozlendi. Primer oositlerde niikleoplazmlarinda biiziilmeler izlendi (Sekil
4.2.). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda zebra baliklarinin bir saat 0.25 mM ENU ya
maruz kalmalar1 sonucunda ovaryum dokusunda bag dokusu artis1 gozlendi. Ayrica
atretik oositler goriildii. Vitellojenik oositlerde ooplazmada vakuolizasyon gozlendi.
Ayrica zona radiata ile folikiil epiteli arasinda acilmalar gozlendi. Kortikal alveolar
oositte niikleoplazmada biiziilme gozlendi. Olgun oositlerde yapisal bozulmalar
gozlendi (Sekil 4.3.). Primer oositlerde ooplazma ile zona radiata arasinda ac¢ilmalar
gozlendi. Vitellojenik oositlerin i¢ bolgelerinde vakuolizasyonlar gbézlendi. Atretik
oositler izlendi. Olgun oositlerde yapisal bozulmalar ve ooplazmasinda vakuolizasyon
gozlendi (Sekil 4.4.). Olgun oositlerde zona radiata kalinlasmas1 gézlendi. Ayrica zona

radiatada parcalanmalar gozlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.2. 0,25 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebfa balig1 ovaryumu, kortikal alveol oositte sekil bozuklugu

(ok), niikleusta perifere kayma (yi1ldiz), COC-kortikal alveol oosit, ZR-zona radiata, FE-folekiil epiteli
Hematoksilen&Eosin, X10.

Ly
5 -
:

| &

.
.

W) TR,
Sekil 4.3. 0,25 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu,, Atretik oosit (AO), kortikal alveol oosit
(COC), Olgon oositler (O0), Zona radiata (ZR), Folekiil epiteli (FE) Hematoksilen&Eosin, X40
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Sekil 4.4. 0,25 mM ENU ya br saat maruz kaan Z;:bra t;lhgl ovaryumu, Primer oosit (PO), Atretik oosit (AO)
zona radiata(ZR), Ooplazma (O)Hematoksilen&Eosin, X40

Sekil 4.5. 0,25 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, Primer oosit(PO), kortikal alveol oossit
(COCQ), olgun oosit (O0), zona radiata(ZR), Hematoksilen&Eosin, X40
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4.2.2. 0,50 mM ENU maddesi uygulanan grup

Kontrol grubunda incelenen bag doku miktarina gore 0,50 mM’lik doz grubunda bag
dokusu diizeyinde artis gozlendi. Ayrica atretik oositlerde sayica artig goriildii. Primer
oositlerde azalma goriildii (Sekil 4.6.). Olgun oositlerde deformasyon oldugu gozlendi.
Olgun oosit yapisinda sekil bozuklugu izlendi. Olgun oosit ooplazmada yapisal
biitlinliigiin bozuldugu goriildii. Olgun oositlerde zona radiata ile folikiil epiteli
arasinda agiklik gozlendi. Olgun oosit ooplazmasinda biitiinliigiinde bozulmalar
gozlendi (Sekil 4.7.). Olgun oositlerde kontrol grubuna oranla zona radiata da
kalinlagsmalar gozlendi (Sekil 4.8.). Primer oositlerde ooplazma ile zona radiata
arasinda agilmalar gozlendi. Olgun oositlerde zona radiatada kalinlagmalar gozlendi.
Primer oositlerde niikleoplazmada biiziilmeler meydana geldigi izlendi (Sekil 4.9.).
Primer oositlerin deforme oldugu, gelisen oosit yapilarinin bozuldugu, olgun oositlerin

atretik forma dontistigi goriildi.

A0

coc AO

PO

Sekil 4.6. 0,50 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, Kortikal alveol oosit (COC), Atretik oosit
(AO), primer oosit (PO), Hematoksilen&Eosin, X10
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Sekil 4.7. 0,50 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, Atretik oosit (AO), zona radiata (ZR),
ooplazma (O), Folikiil Epiteli (FE), Hematoksilen&Eosin, X40

N

Sekil 4.8. 0,50 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, Zona radiata(ZR). Atretik oosit (AO),
Olgun oosit (O0), Folikiil Epiteli (FE), Hematoksilen&Eosin, X40
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Sekil 4.9. 0,50 mM ENU ya bir saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, ZR-Zona radiata, O-Ooplazma (O),
olgun oosit (O0), primer oosit (PO), nukleoplazma (N) Hematoksilen&Eosin, X100

4.3. ENU Maddesi iki Saat Maruz Kalan Dozlar

4.3.1. 0,25 mM ENU maddesi uygulanan grup

Iki saat 0,25 mM ENU’ya maruz kalmis deney grubunda bir saat 0,25 mM maruz kalan
oositlere gore gelisen oosit sayisinda gozle goriiniir sekilde azalma oldugu izlendi
(Sekil 4.10.). Bir saatlik 0,25 mM’lik doz grubunda oldugu gibi bu grupta da Kortikal
alveol oositte zona radiata ile folikiil epiteli arasinda acilmalar gdzlendi. Primer
oositlerde niikleoplazmada biizlilmeler gozlendi (Sekil 4.11.). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda bu grupta olgun oositlerde ooplazmada biiziilmeler gozlendi.
Olgun oositte zona radiata belirgin bir diizeyde kalinlagsma gozlendi. Ayrica olgun oosit
smirinda  kivrilmalar gozlendi. Primer oositin niikleoplazmasinda biiziilmeler
gozlendi. Kortikal alveoler oositte zona radiatada kalinlagmalar goézlendi. Ayrica

kortikal alveollerde bozulmalar oldu. Kortikal alveoler oositin ¢ekirdek yapisinda
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deformeler gozlendi. Vitellojenik oositlerde zona radiata da kalinlagmalar gézlendi ve
folikiil epitel ile zona radiata arasinda agilmalar gdzlendi. Ayrica atretik oositler
gozlendi (Sekil 4.12.). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,25 mM ENU doz
grubundaki kortikal alveoler oosit dejenere oldugu gozlendi (Sekil 4.13.). Bag doku
oraninda artig gozlendi. Bir saat 0,25 mM maruz kalan oositlere gore atretik oosit
sayisinda artis gozlendi. Vitellojenik oosit ooplazmasinda vakuolizasyonlar gozlendi.
Ayrica bazi vitellojenik oosit yapisindaki zona radiatada kalinlagmalar gozlendi (Sekil
4.14.).

Sekil 4.10. 0,25 mM ENU ya iki saat maruz kalan zebra balig1 ovaryumu, Atretik oosit (AO), Primer oosit (PO),
kortikal alveolar oosit (COC), vitellojenik oosit (VO), olgun oosit (OO), Hematoksilen&Eosin, X10
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Sekil 4.11. 05 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, folikiil epiteli(FE), zona radiata(ZR),
Kortikal alveol oosit (COC), Primer oosit (PO) Hematoksilen&Eosin, X40

Sekll 4.12.0,25 mM ENU ya 1k1 saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, zona radiata (ZR). VlteIIOJemk oosit
VO), atretik oosit (AQO), primer oosit (PO), ooplazma (O), Olgun o0osit(OO), kortikal alveol
00sit(COC), niikleoplazma (N), kortikal alveol(CO), Hematoksilen&Eosin, X40
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Sekil 4.13. 0,25 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra baligi ovaryumu, Kortikal alveoler oosit (COC),
Hematoksilen&Eosin, X100

Sekil 4.14. 0,25 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, Bag doku (BD), vitellojenik oosit
(VO), ooplazma (O), Hematoksilen&Eosin, X100.
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4.3.2. 0,50 mM ENU maddesi uygulanan grup

0,50 mM ENU uygulanan grup diger doz gruplarn ile kiyaslandiginda bu doz
grubundaki vitellojenik oositlerin bir¢gogu atretik oosit olarak izlendi. Kortikal
alveolar ve atretik oosit sayisinda artis gozlendi (Sekil 4.15.). Bir saatlik 0,25 mM ve
0,50 mM ile iki saatlik 0,25 mM gore bag doku artig1 bu grupta daha fazla miktarda
gozlendi (Sekil 4.16.). Bir saatlik 0,50 mM doz grubuna gore atretik oosit sayisinda
artis gozlendi. Kortikal alveoler oositte zona raddita ile ooplazma arasinda agilma
gbzlendi. Primer oositte vakuolizasyon gozlendi (Sekil 4.17.). Bir saatlik 0,50 mM
ENU da gozlendigi gibi bu grupta da folikiil epiteli ile zona radiata arasinda agilmalar
gozlendi. Ayrica bir saatlik 0,50 mM ENU’ya oranla iki saatlik 0,50 mM’lik ENU doz
grubunda deformasyona ugramis vitellojenik oosit sayisinin belirgin olarak arttigi
goriildi. Vitellojenik oositte yapisal bozulmaya ugramis yani deformasyona ugradigi
gozlendi. Vitelojenik oositte ooplazma ile zona radiata arasinda agilma gozlendi.
Ayrica vitellojenik oositte zona radiata kalinagmasi gozlendi. Gelisen oositler yani
primer oosit ve kortikal alveoler oosit sayilarinda azalma gozlendi. Primer oositlerde
yapisal deformasyonlar gozlendi (Sekil 4.18.). Bir saatlik 0,50 mM’lik ENU doz
grubuna kiyasla iki saatlik 0,50 mM ENU doz grubunda vitellojenik oositlerde zona
radiata da belirgin diizeyde kalinlasma gozlendi (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.16. 0,50 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, bag doku (BD), atretik oosit (AO),
Hematoksilen&Eosin, X40
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Sekil 4.17. 0,50 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu;primer oosit (PO), bag doku (BD),
atretik oosit (AO), Kortikal alveoler oosit (COC), Zona radiata (ZR), Ooplazma (O),
Hematoksilen&Eosin, X40

Sekil 4.18. 0,50 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra balig1 ovaryumu, zona radiata (ZR), Primer oosit (PO),
Vitellojenik oosit(VO), bag doku (BD), atretik oosit (AO), Hematoksilen&Eosin, X40
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Sekil 4.19. 0,50 mM ENU ya iki saat maruz kalan Zebra baligi ovaryumu, Kortikal alveoler oosit (COC),
Vitellojenik oosit (VO), Primer oosit (PO), zona radiata (ZR), Hematoksilen&Eosin, X40



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada ENU maddesine maruz birakilan zebra baliginin ovaryum dokusu
histolojik ag¢idan incelendi. Calismamizda kullandigimiz mutajen, teratojen,
kanserojen 6zelligi olan ENU’nun 0,25 mM ve 0,50 mM dozlar belirlenerek deneyde
kullanildi. iki gruba 0,25 mM ENU uygulandi. Fakat bir grup bir saat 0,25 mM
ENU’ya maruz kalirken bir grupta ii¢ giin arayla birer saat 0,25 mM ENU’ya maruz
birakildi. Sonug olarak bir grup bir saat 0,25 mM, bir grup iki saat 0,25 mM’lik
ENU’ya maruz kaldi. Bu islem 0.50 mM ENU i¢inde ayni sekilde yapildi. Besinci giin
sonunda disekte edilen baliklardan ovaryumlar alinarak histolojik agidan incelendi. Bir
saat ENU’ya maruz kalan 0,25 mM° lik zebra balig1 ovaryumunda ooplazma ile zona
radiata arasinda ac¢ilmalar gézlendi. Primer oosit sayisinda artiglar gozlendi. Doz orani
arttikga deformasyona ugrayan oosit sayisinda da artis gozlendi. Bir saatlik 0,50
mM’lik doz grubunda cekirdek biiyiimesi ve sekil bozuklugu gibi deformasyonlar
gozlendi. Oosit sayisinda artis gdzlendi. Iki saat ENU’ya maruz kalan zebra
baliklarinda 1se 0,25 mM’lik doz grubunda sekil bozuklugu, zona radiatada
kalinlagmalar, primer oosit sayisinda artis gozlendi. 0,50 mM’lik doz grubunda ise
diger gruplardan farkli olarak atretik oosit sayisinda artig ve farkli evrelerdeki

oositlerin atretik oosite donilismesi tespit edildi.

Goth’in (1980) sican ovaryumu iizerine yaptigi bir arastirmada sigan ovaryumu
lizerinde (100 pg/l ['*C] ENU) DNA replikasyonu asamasinda eslesmelerde hatalar
oldugu gozlenmistir. Bu hatalarin ENU kaynakli oldugu savunulmustur. 100 pg/1['*C]
ENU ile sican ovaryum dokusunda CHO hiicrelerinde biiyiime noktalarinda mutajenik
lezyon gozlenmistir. Bu lezyonlar replikasyon yapan genomun bazi boliimlerinde de

gozlenmistir.
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Bir saat ENU’ya maruz kalan 0.25 mM ve 0,50 mM ile iki saat ENU’ya maruz kalan

0,25 mM, 0.50 mM gruplarinda oosit seklinde bozulmalar gézlenmistir.

Maekawa ve ark. (1987) 100 ppm ENU kullanarak sicanda olusan degisimleri tespit
etmislerdir. Maekawa ve arkadaslarinin calismasinda ENU tiimor olusumunu
desteklerken calismamizda ise ovaryum dokusunda histolojik deformasyonlara neden
olmustur. Sicanlarda graniiloza hiicrelerinde bozulmalar oldugu tespit edilmistir. Bu
tez calismasi kapsaminda ise ENU’ya maruz kalan zebra baliklarinin 0,25 mM ile 0,50
mM’lik ovaryumlarinda folikiil epiteli ile zona radiata arasinda agilmalar meydana
geldigi goriilmiistiir. Incelemelerimiz sonucunda bir saatlik 0,50 mM ve iki saatlik 0,50
mM ENU ya maruz kalan zebra balig1 ovaryumunda zona radiata kalinlagsmasi oldugu

tespit edilmistir..

Thaung ve arkadaglar1 (2002) yaptiklar ¢alismada farede bulunan gorme ile ilgili
genleri belirlemeye hedeflemislerdir. Farelere uyguladikalar1 ENU ile belirli
lokuluslart mutasyona ugratmistir. Daha 6nce gz patofizyolojisinde oldugu tespit

edilen genler ENU ile mutasyona ugradiklar1 gozlenmistir. (Thaung ve ark., 2002)

Weber ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada 17a-etinilestradiol ve 4-nonilfenol
maruz kalan zebra balifinda gametogeneze etkisi incelenmistir. Bu iki madde
gametogenezi baskiladig tespit edilmistir. Ayrica folikiil gelisiminin yavagladigi ve
folikiil biiyiikliigiinde artis oldugu patolojik olarak incelenmistir. ENU uygulanan
zebra baliklarinin histolojik olarak incelenmesi sonucunda oogeneze ket vurdugu
goriilmiistiir. Ayrica oosit gelisimini baskilayip gelisen oositlerde ise deformasyona

neden oldugu gozlenmistir.

Draper ve arkadaslar1 (2004) da ENU’nun meydana getirdigi genetik mutasyonlari
zebra baligi ile yaptiklar1 deneyde ortaya koymuslardir. Caligmalarinda 1 mM ENU ile
cesitli yontem uygulayarak; PCR, gen analizi, elektroforez ile DNA mutasyonalari
belirlemek i¢in bu yontemler kullanarak mutasyonlar1 agiklanmistir. (Draper, 2004).
Bu genetik mutasyonlar sonucu DNA da hasarlar ortaya konulmustur. Bizim

calismamizda ise Draper’e gore az oranda ENU kullanmamiza ragmen histolojik
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hasarlar gézlenmistir. Kullandigimiz dozlarin hepsinde bag doku artis1 ve atretik oosit

sayisinda artis oldugu belirlenmistir.

Wang ve arkadaglarinin (2011) ¢alismalarinda zebra balig1 ovaryumuna uyguladiklar
0,1 mgL! ve 1,0 mgL' dozlarindaki nTiO, maddesinin etkileri incelenmistir. Inceleme
sonucunda 0,1 mgL! doz grubunda embriyo sayisinda %25 azalma incelenmistir.
Histolojik agidan zebra baligina uygulanan nTiO>’nin ovaryumda oosit iiretimine etki
ederek iliremenin ve oosit sayisinda azalmasina yol agtigi, embriyo sagkaliminin
azalmasina neden oldugu incelenmistir. (Wang ve ark., 2011). nTiO> oosit sayisinda
azalmaya neden olurken ayni1 etki ENU ile yaptigimiz ¢alismamizda da incelenmistir.
ENU maddesi oogenez asamasindaki gelisen oositlerin histolojik yapilarinda
bozulmaya neden oldugu incelenmistir. ENU ve nTiO: diisiik dozda dahi oosit

gelisimini olumsuz etkiledikleri incelenmistir.

Daouk ve arkadaglarimin (2011) yaptig1 bir calismada poliklorlu bifenil uygulanan
zebra baligi ovaryumunda atretik oositlerde artis oldugunu goézlenmisti. ENU
uygulanan zebra baliklarinda uygulanan doz orami arttikga atretik folikiil sayisinda
artis oldugu incelenmistir. Poliklorlu bifenillerin olgunlasan folikiil sayisinda azalma
olurken ENU maddesi ise primer oosit sayisinda azalmaya neden oldugu tespit

edilmistir.

Sonug¢ olarak mutajen, teratojen ve kanserojen Ozelligi oldugu bilinen ENU
maddesinin disiik dozlar1 bile oosit yapilarinda olumsuz etkileri oldugunu farkli
caligmalarda desteklenmektedir. Calismamizda kullandigimiz diisiik dozlarin dahi
zebra balig1 ovaryum dokusunda farkli oosit yapilarinda bozulmalara neden oldugu
izlenmistir. Bu etkiler sonucunda zebra balig1 iireme fonksiyonlariin bozulacagi ve
popiilasyonun bundan etkilenecegi diistiniilmektedir. Kullandigimiz dozlar ile
buldugumuz sonuglart destekleyen farkli calismalar oldugu gorilmiistiir. Oosit
yapilarinda gergeklesen bozulmalar iiremeyi etkileyecek niteliktedir. Kullandigimiz

ENU dozlarinin, ENU ile yapilacak ¢alismalara temel olusturacagi diisiiniilmektedir.
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