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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI
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EPA : Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
LOAEL : Gozlemlenebilir en diisiik etki degeri
ADI : Giinliik alinabilecek doz

PET : Polietilen tereftelat

HDPE : Yiiksek dansiteli polietilen

PVC : Polivinil klortir

LDPE : Diisiik dansiteli polietilen

MCF-7 : Insan g6 giis kanseri hiicre hattt
NIH3T3 : Androjenik aktiviteye fare fibroblast hiicre hatti
GH3 : Hipfiz hiicre hatt1

BPAS : Bisfenol A siilfat

BPAGA : BPA glukronik asit

UDP : Uridin difosfat

Hyb : Hibridizasyon tampon

Tin : Yar1 Omir

EtOH : Etil alkol
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: Metil alkol

: Paraformaldehit

: Dakika

: Milligram

: Gram

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mililitre

: Litre

: Santimetre

: Saniye

: Dollenmeden sonra saat
: Déllenmeden sonra giin
: Vitellus kesesi

: Kas tabakasi

: Somit
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: Koryon
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OZET

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, Zebra Baligi (Danio rerio), Primordiyal Germ
Hiicreleri

Bisfenol A (BPA)’'nin zebra baligi primordiyal germ hiicreleri {izerine olan
etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada whole mount in situ
hibridizasyon, akridin turuncusu boyamasi ve histolojik analizler yapilmistir. Bunun
yan1 sira BPA’nin gelisim iizerinde etkisinin olup olmadigi stereo mikroskop
bulgular1 ile incelenmistir.

4mg/L ve 8 mg/L dozlarla yapilan bu ¢alismada zebra balig1 embriyo ve larvalarinda
morfolojik bozukluklar gozlenmistir. Akridin turuncusu boyamasi sonucunda diisiik
dozlarda BPA uygulamasinin apoptoza sebep olmadigi tespit edilmistir. Whole
mount in situ hibridizasyon teknigi ile primordiyal germ hiicre sayisinin arttigi ve
baz1 primordiyal germ hiicrelerinin ektopik bolgelerde bulundugu goézlenmistir.
Ayrica, histolojik teknikler ile primordiyal germ hiicre gocii 15 giin boyunca
izlenmistir. Bu g¢alisma sonucunda BPA uygulamasinin primordiyal germ hiicre
sayisinda artisa sebep oldugu, primordiyal germ hiicrelerinin ektopik bolgelere
yonelmesini sagladigi, primordiyal germ hiicrelerinde nuage materyalinde ve
glikojen tanelerinde azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BISPHENOL A ON
ZEBRAFISH (Danio rerio) PRIMORDIAL GERM CELLS BY
HISTOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

SUMMARY

Key Words: Bisphenol A, Zebrafish (Danio rerio), Primordial Germ Cells

In this study, whole mount in situ hybridization, acridine orange staining and
histological analysis were used to investigate the effects of bisphenol A (BPA) on
zebrafish primordial germ cells. In addition, effects of BPA on development was
investigated with stereo microscopy.

In the results of research explored with 4mg/L and 8 mg/L BPA, morphological
anomalies was observed. As a result of acridine orange staining, apoptosis wasn’t
detected with low doses of BPA application. With whole mount in situ hybridization
technique, increase in primordial germ cell number was seen and some of primordial
germ cells was detected at ectopic locations. Primordial germ cell migration was
followed with histological analysis. After BPA exposure, increase in primordial germ
cell number, migration to ectopic locations, decrease in nuage material and glycogen
granules in primordial germ cells were detected.
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BOLUM 1. GIRIS

Zebra baligi (Danio rerio), kolay tireme kapasitesine ve seffaf embriyolara sahip
olan ve bu yiizden bilimsel ¢alismalarda sikca tercih edilen bir omurgali modelidir.
Bisfenol A (BPA) giiniimiizde oldukca fazla iiretilen ve plastik yapisinda bulunan bir
madde oldugu i¢in insanlar da dahil olmak iizere pek ¢ok canli grubu bu maddeye
maruz kalmaktadir. BPA ksenodstrojen oldugundan, iiremeyi de yakindan
etkilemektedir. Dolayisiyla calisma boyunca zebra baligi embriyo ve larvalarina
diisiik dozlarda 6nemli bir endokrin bozucu olan BPA uygulanarak, bu maddenin
iiremede kilit rol oynayan primordiyal germ hiicreleri lizerine olan etkileri histolojik

ve molekiiler yontemlerle incelenmistir.

Primordiyal germ hiicreleri, tiirlin devamini saglayan sperm ve yumurtanin onciisii
olan embriyonik kdk hiicrelerdir. Cesitli canli tiirlerinde primordiyal germ hiicreleri
ile ilgili oldukga ¢ok ¢alisma olmasina karsilik bu hiicrelerin histolojik ve molekiiler
acidan inceleyen calismalar yetersizdir. Embriyonun ilk doéneminde, ameboid
hareketle, diizenli bir gb¢ yolu izleyen, bu siirecte Onemli yapisal ve islevsel
degisiklikler gosteren primordiyal germ hiicreleri go¢ yollar1 boyunca ugrayacagi

engellere kars1 davranisinin ne olacagi merak konusu olmustur.

Yapilan bu arastirma ile zebra balig1 embriyo ve larvalarinda (ilk 15 giinliik siirec)
primordiyal germ hiicrelerinin histolojisi ve go¢ yollarinda meydana gelen
degisiklikler ilk olarak 1s1k mikroskobu ile incelenmistir. Primordiyal germ
hiicrelerinin go¢ yolundaki konumlarini belirlemek i¢in whole mount in situ
hibridizasyon yontemi uygulanmistir. Ayrica BPA’nin diisiikk dozlarinin 24 saatlik
zebra balig1 embriyolarinda apoptoza olan etkileri acridine turuncusu boyamasi

yapilarak tespit edilmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Zebra Baligimin Genel Ozellikleri

2.1.1. Zebra bahiginin sistematigi

Filum: Chordata

Subfilum: Vertebrata
Clasis: Osteichthyes

Subclasis: Actiopterygii

Superordo: Teleostei
Ordo: Cypriniformes
Familya: Cyprinidae
Genus: Danio

Spesies: Danio rerio

2.2. Zebra Bahiginin Biyolojisi ve Morfolojisi

Cyprinidae familyasmna ait olan zebra balifi, dogal yasama ortami Hindistan,
Pakistan, Banglades ve Gilineydogu Himalayalar olan tropikal bir baliktir (Kog,
2008). Genellikle durgun, temiz ve bol oksijenli sularda yasarlar. Govdelerinde 7-9
adet glimiis rengi ve mavi ¢izgiler vardir. Ergin bireyler 5-6 cm boyundadir. Disilerin
karmnlar1 siskin ve erkeklerden daha iridir. Erkekler ise ince diiz bir yapiya sahiptir

(Sekil 2.1). Zebra baliklar1 oldukga hareketli baliklardir ve siirii halinde yasarlar.



Sekil 2.1. Disi ve erkek zebra baligi, a) Disi zebra balig1 b) Erkek zebra balig1

Zebra baliklart su sicakligi bakimindan genis bir yelpazede yasayabilir. 18 - 30 °C
araliginda bir sorun olmadan hayatin1 silirdiirebilmektedir. Zebra baliklarinin
iiremeleri olduk¢a kolaydir. Uremeleri i¢in ideal sicaklik 26-28 °C dir. Zebra
baliklarini yumurtlatmak i¢in akvaryuma disi basina 2-3 ergin erkek birey konulur. 12
saat aydinlik-12 saat karanlik 151k periyodu sonucunda her ergin disi 50-80 civarinda

yumurta birakir ve bu yumurtalar erkekler tarafindan dollenir (Sekil 2.2).

. Blastodisk

. '_'r

Sekil 2.2. Zebra baliginda doéllenmis yumurta (Kimmel ve ark, 1995).

2.3. Zebra Bahig1 Gelisim Asamalar:

Zebra baliginda embriyo gelisimi; zigot, segmentasyon (yariklanma), blastula,

gastrula, faringula (gecis evresi) ile kulugka ve larval evreler olmak tizere 7 evredir.

2.3.1. Zigot evresi

Polilesital tipteki zebra baligi yumurtas1 dollendikten sonra 45. dakikaya kadar olan

evre zigot evresidir. Déllenmeden sonra plazma zarin1 zona radiata ad1 verilen koryon



tabakasi ¢evreler. Plazma zar1 ile koryon arasinda kalan bdlgeye ise perivitellin alan
adi verilir. Yeni dollenmis zigotun ilk bdliinmeyi gecirene kadar bulundugu evre zigot
evresidir. Zigot evresinde koryon siser ve yumurtadan ayrilir. Fertilizasyonla birlikte
sitoplazmik hareketler baglar (Sekil 2.3). Vitellussuz sitoplazma animal kutba dogru
akmaya baglar ve blastodiski vitellusca zengin olan vejetal kutuptan ayirir (Kimmel

ve ark., 1995).

Sekil 2.3. Zebra baliginin déllenmis yumurtasi

2.3.2. Segmentasyon (yariklanma) evresi

Ik boliinme fertilizasyondan yaklasik 40 — 45 dk sonra gergeklesir.  Ilk boliinme
dikey diizlemdedir. Boliinen blastodiske “blastoderm” denir. Blastodermler boliinerek

morula sathasina ulagir (Sekil 2.4) (Kimmel ve ark., 1995).



Sekil 2.4. Zebra balig1 embriyosunda segmentasyon ve morula evreleri a) 2 blastomerli satha (0,75
saat) b) 4 blastomerli satha (1 saat) c) 8 blastomerli satha (1,25 saat) d) 16 blastomerli satha (1,5 saat)
) 32 blastomerli safha (1,75 saat) f) 64 blastomerli satha (morula) (2 saat) (Kimmel ve ark, 1995)

2.3.3. Morula ve blastula evresi

Blastula, blastodiskin top gibi kiire halinde goziiktiigii asamada embriyoya verilen
isimdir. Bu asama, embriyonun 128 blastomerli asamas1 ya da diger bir degisle 8.
zigotik hiicre donglisliniin  gerceklestigi asamadir. Blastula asamasi gastrula
baslangicina kadar devam eder. Bu asamada 3 Onemli olay gerceklesir. Bunlar:
embriyonun midblastula safthasina girmesi, vitellus sinsitiyal tabakasi (VST)’nin

olugmasi ve epibolinin baslamasidir (Sekil 2.5) (Kimmel ve ark., 1995).



Sekil 2.5. Zebra baliginda morula blastula evreleri a) 256 blastomerli evre (2,5 saat) b) timsek evresi
(3,3 saat) c) tiimsek ve cevreleme evreleri arasinda gegis (3,5 saat) d) cevreleme ve kiiresel evreler

arasinda gegis (3,8 saat) e) kubbe evresi (4,3 saat) f) %30 epiboli (4,7 saat) (Kimmel ve ark., 1995).

2.3.4. Gastrula evresi

Déllenmeden sonra 5. ve 24. saatler arasinda gerceklesen gastrula evresinde epiboli
devam eder. Involiisyon, gastrulasyonun baslangict olarak kabul edilir.
Gastrulasyonda gerceklesen en dnemli olaylar kuyruk tomurcugu ve germ halkasinin
olugsmasidir (Sekil 2.6). Gastrulasyonda bas bolgesi belirginlesir ve vitellus
kiigiilmeye baslar. Bu evre sonunda somitlerin olusumu tamamlanir (Sekil 2.7)

(Kimmel ve ark., 1995).



=

Sekil 2.6. Zebra balig1 embriyosunda gastrulasyon a) %50 epiboli (5,25. saat) b) Germ halka evresi

k.

(5,7. saat) ¢) Germ halka evresinin animal kutuptan goriiniimii d) Kalkan evresi (6. saat) e) Kalkan
evresinin animal kutuptan goriiniimii f) %70 epiboli (ventral goriiniim) (7,7. saat) h) %75 epiboli (8.
saat) 1) %80 epiboli (8,4. saat) j) %90 epiboli (9. saat) Bu evrede kuyruk tomurcugu gézlemlenmeye

bagslar. 1) Tomurcuk evresi (10. saat) (Kimmel ve ark., 1995)



Sekil 2.7. Zebra baliginda somitlerin olusumu a) 2 somitli satha (10,7. saat) b) 2 somitli saftha dorsal
goriiniim c¢) 2 somitli safha ventral goriiniim d) 4 somitli satha (11,3. saat) e)4 somitli safha, dorsal
goriiniim f) 5 somitli satha (11,7. saat) ventral goriiniim g) 8 somitli satha (13. saat) h) 13 somitli satha
(15,5. saat) i) 14 somitli safha (16. saat) dorsal goriiniim j) 15 somitli satha (16,5. saat) k) 15 somitli
satha, dorsal goriiniim 1) 17 somitli satha (17,5. saat) m) 20 somitli safha (19. saat) n) 25 somitli satha

(21,5. saat) 0) 25 somitli satha, dorsal goriiniim. (Kimmel ve ark., 1995)



2.3.5. Faringula evresi

Déllenmenin gerceklesmesinden sonraki 24. ve 48. saatler arasindaki evredir. Bu
evrede ylizgecler sekillenmeye baslar, pigment hiicreleri farklilasir, beyin taslagi
olusur. Dolasim sistemi olusur ve kalp atmaya baglar (Kimmel ve ark., 1995).

2.3.6. Kulucka evresi

Zebra baliginda kulugka evresi 48. saatten itibaren baglar. Gittikge gelisimini

tamamlayan embriyoda vitellus kesesi kiigiiliir.

2.3.7. Larval evre

Zebra balig1 embriyolar1 3. giinden itibaren koryondan ¢ikar ve bu evre larval evre

olarak adlandirilir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Zebra balig1 larvasi

2.3.8. Geng (juvenil) evre

Larva ile ergin balik arasindaki gegis donemidir.

2.3.9. Ergin evre

Zebra balig1 gelisiminin 3. ayinda ergin doneme ulasir (Sekil 2.9).



10

Sekil 2.9. Ergin zebra baligi

2.4. Kok Hiicre

Kok hiicre, uzun bir siire boliinme kapasitesine sahip olan, kendini yenileyebilen ve
farklilasabilen hiicrelere verilen addir. Kok hiicreler genler ve dis uyaranlardan
aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine farklilasma potansiyeli gosteren
ozellesmemis hiicrelerdir. Viicudumuzda herhangi bir hiicre grubunda 6liim ya da
hasar meydana geldiginde viicudumuzda hangi hiicreye gereksinim varsa kok

hiicreler o hiicre tipine doniistirler (Sahin ve ark., 2005).

Embriyonun en 6nemli 6zelligi degisebilme ve pek cok farkli dokuya farklilasabilme
ozelligidir. Embriyoya bu 0Ozelligi kazandiran kok hiicrelerdir. Memelilerde
embriyonik kok hiicreler, erigkin kok hiicreleri ve embriyonik germ hiicreleri olmak
iizere 3 tip kok hiicre bulunur. Embriyonik kok hiicreler, erken embriyonik
donemdeki blastosiste ait i¢ hiicre kitlesinden olusur. Sinirsiz boliinebilme ve eriskin
organlardaki tiim hiicrelere farklilagabilme, diger bir degisle pluripotensi yetenekleri

vardir (Oktem ve Altay, 2009).

Embriyonik kok hiicreleri primordiyal germ hiicrelerinden kéken alan pluripotent kok
hiicrelerdir (Kerr ve ark., 2006). Embriyonik germ hiicreleri ise karakteristik olarak
embriyonik kok hiicrelere benzerler. Embriyonik germ hiicreleri, 5-9 haftalik fotal
dokunun gonad kabartis1 ve mezensiminden alinan primordiyal germ hiicrelerinin
kiiltiiriiyle elde edilen hiicrelerdir. I¢ hiicre kitlesinden kaynaklanmamalarina karsin

embriyon kok hiicrelerine benzer oOzellikler tasirlar. Bu hiicreler de i germ
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tabakasina da farklanabilirler ve pluripotent kok hiicrelere 6zgii belirtegleri tasirlar

(Pera ve Reubinoff, 2000; Can, 2006).

Embriyonun i¢ hiicre kitlesi disindaki kaynaklardan elde edilen kok hiicreleri,
embriyonik olmayan kok hiicreleri adini alir. Embriyonik olmayan kok hiicreleri
genel olarak erigskin kok hiicreleri ve fetiis kok hiicreleri olmak tizere iki grupta
irdelenir. Erigskin kok hiicrelerinden en yaygin calisilanlar1 farklilagma yetenekleri
siirli olan multipotent 6zellikteki hematopoetik ve nonhematopoetik mezangimal
kok hiicreleridir (Can, 2006; Oktem ve Altay 2009). Hematopoetik kokenli eriskin
kok hiicreleri, kordon kani, kemik iligi veya periferik kandan elde edilmistir. Non-
hematopoetik mezansimal kok hiicreleri ise kemik iliginin stromasi i¢inde yer alan
uzantili fibroblast-benzeri hiicreler olup iizerinde en ¢ok calisilan kok hiicre
tiirlerinden birisini olusturur ve bu hiicreler karaciger, pankreas, ¢izgili iskelet kasi,
kalp kasi, bobrek, akciger ve merkez sinir sistemi hiicrelerine farklilasirlar (Can,
2006). Kisaca, kok hiicrelere embriyodan yetigkinlige kadar gelismenin her evresinde
rastlanir ama ¢ok yonliiliikleri ve sayilar1 yasla birlikte azalir. Embriyonik kok
hiicrelerinden insan viicudunu olusturan 200 farkli tipteki farkliklasmis hiicreden
herhangi biri gelisebilirken, yetiskin kok hiicrelerinden sadece bir ya da sinirli sayida

tipteki hiicrelerin gelismesi miimkiindiir (Beksac ve ark., 2004).

Embriyonik kok hiicreleri, yliksek bir ¢ekirdek / sitoplazma hacim oranmi ve belirgin
proniikleus yapisina sahiptir ve destek hiicreleri lizerindeki kiltilirleri sirasinda ti¢

boyutlu koloniler olustururlar (Kansu, 2008).

2.4.1. Primordiyal germ hiicreleri

Primordiyal germ hiicreleri (PGH), embriyoda gonad taslaklarina go¢ ederek tiiriin
devamini saglayan sperm ve yumurtanin Onciisii olan embriyonik kok hiicrelerdir.
Primordiyal germ hiicreleri, embriyoda bulunan, gamet dncii hiicrelerine farklilasarak
disilerde yumurta, erkeklerde ise sperm hiicrelerini olusturacak olan, dolayisiyla
genetik bilginin kusaklar arasi transferinden sorumlu olan hiicrelerdir. Germ hiicreleri
genetik bilginin devamini saglar ve yeni nesile gegirirler. ilk olarak vitelliis kesesinde

gbzlemlenen primordiyal germ hiicreleri, embriyonik kok hiicrelerdir ve kan hiicreleri
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ile ayn1 yerden koken alirlar. Primordiyal germ hiicreleri, gastrulasyon sirasinda
salinan mezodermal sinyallerle pluripotent Ozellikteki epiblast hiicrelerinden
farklilasarak olusurlar. Yiiksek diizeyden alkalin fosfataz icerdikleri i¢in histolojik
olarak belirlenebilirler. Sperm ya da oosite farklilasacak primordiyal germ hiicreleri,
in vitro kosullarda tekrar pluripotent kok hiicre olan embriyonik kdk hiicrelere
farklilasabilirler (Merchant-Larios,1985; Montiel ve ark., 2001; Kimura ve Nakano,
2011).

PGH, 10-20 pm c¢apinda, yuvarlak, oval ya da armutumsu sekilde, etrafindaki
hiicrelere kiyasla bliyiik boyutta, belirgin hiicre smirlarina sahip olan hiicrelerdir.
Yuvarlak ve biiyiik ¢ekirdek, bir veya birkag ¢ekirdekgik icerir (Buehr, 1997; Bendel-
Stenzel ve ark., 1998). Cevresel sitoplazmalar1 yiiksek alkalin fosfataz aktivitesi
gosterir (Braat ve ark., 2000; Castrillon ve ark., 2000; Dumstrei ve ark., 2004).
Yiiksek diizeyde alkalin fosfataz icermelerine bagli olarak histokimyasal yontemlerle
belirlenebilmektedirler (Merchant-Larios,1985; Montiel ve ark., 2001). Primordiyal
germ hiicreleri, embriyolojik gelisimin ilk evrelerinde vitelliis kesesinin allontoise
yakin boliimiinde, endoderm hiicreleri arasinda ortaya c¢ikar. Ameboid hareket ile
barsak taslagini saran dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek gonad taslaklarina ulasir
ve burada yer alan kivrimlara yerlesirek mezensim icine girerler. Primordiyal germ
hiicrelerinin izledikleri yola “gonad yolu” denir (Coucouvanis,1993; Carlson, 1996;

Felici, 2001; Baser, 2005 ve ark.; Kog, 2008).

Primordiyal germ hiicrelerinin sitoplazmasina ‘“germinal sitoplazma” veya ‘“germ
plazmas1” denir. Bu sitoplazma mitokondrilerle iligkili elektronca yogun bir madde
icermektedir. Bu graniiller sitoplazmada bulutsu bir goriinlim yarattigindan bu
graniiller “bulutsu yap1 — nuage materyali” olarak adlandirilmistir (Andre ve Rouiller,

1956; Kog, 2008).

Gelisimin asamasina bagli olarak sitoplazmalarinda graniiller ve yag damlaciklar
bulundururlar. Ameboid hareketle go¢ eden bu hiicrelerin sitoplazmalari elektronca
yogundur ve ¢ok sayida mitokondri barindirir. Buna ek olarak sitoplazmada pigment

graniilleri, glikojen ve lipid damlaciklar1 da bulunur (Nieuwkoop ve Sutasurya, 1979).
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Diger teleost tiirlerinde oldugu gibi zebra balig1 primordiyal germ hiicreleri de 151k
mikroskobunda gastrula sathasindan once diger somatik hiicrelerden ayirt edilemezler
(Braat ve ark., 1999a). Primordiyal germ hiicreleri, erken evrede eosinofilik graniiller
icermelerine ragmen, diger PGH karakteristiklerini sergilemezler. Dolayisiyla
fertilizasyondan 4 saat sonra, kiiresel sathada histolojik olarak 151k mikroskobunda
ayirt edilemezler. Dolayisiyla bu hiicrelere primordiyal germ benzeri (Primordiyal
like cells, PL) hiicreler denir. Primordiyal germ benzeri hiicreler de PGH gibi eosin
ile boyanabilme 6zelliklerine gore vitellustan ayrilirlar. Kiiresel sathadan gastrulanin
baslangicindaki sathaya kadar olan siiregte primordiyal germ benzeri hiicrelerdeki
eosinofilik graniiller, ¢ekirdek membraninin etrafinda degil, sitoplazmada daginik
halde bulunurlar. Gastrulasyondan erken segmentasyona kadar olan siiregte
sitoplazmada daginik halde bulunan graniiller, ¢ekirdek membraninin etrafinda halka
gibi toplanir. Primordiyal germ benzeri hiicreler, ¢ekirdeklerinin hematoksilen ile
diger somatik hiicre c¢ekirdeklerinden daha kuvvetli boyanmasi ile ayrilirlar.
Segmentasyonun son sathasindan fertilizasyondan 6 giin sonraki (6dpf) lik sathaya
kadar olan siirecte primordiyal germ hiicrelerinin ¢ekirdek membraninin etrafindaki
eosinofilik grantiller kiigiik pargalara dagilmaya baslar. Bu asamada primordiyal germ
hiicreleri, dnceki safhaya gore eosin ile daha homojen bir sekilde boyanir (Sekil 2.10)

(Nagai ve ark., 2001).

Sekil 2.10. H&E boyamasi yapilmis primordiyal germ hiicresi (Nagai, 2001)

Embriyonun ilk déneminde, ameboid hareketle, diizenli bir go¢ yolu izleyen, bu

stirecte onemli yapisal ve islevsel degisiklikler gdsteren primordiyal germ hiicreleri
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go¢ yollar1 boyunca ugrayacagi engellere kars1 davraniginin ne olacaglt merak konusu
olmustur. PGH migrasyonu, teleostlarda en ¢ok zebra baliklarinda ¢alisilmistir (Saito
ve ark., 2011). Zebra baliklarinda PGH migrasyonu, embriyonik gelisimin ilk 24
saatinde meydana gelir (Weidinger ve ark., 1999; Weidinger ve ark., 2002; Saito ve
ark., 2011). Primordiyal germ hiicreleri, gastrulasyon sirasinda dorsal olarak
migrasyona baglarlar. Primordiyal germ hiicreleri, fertilizasyondan 10.5 saat sonra
(10.5 hpf) 1. ve 3. somitler arasinda bulunurken, 13hpf asamasinda 8. ve 10. somitlere
goc etmis durumdadir. 24 hpf asamasinda ise primordiyal germ hiicreleri, vitellus
kesesinin sinirinda, gonadal bolgede lokalize olurlar (Sekil 2.11) (Saito ve ark.,

2011).
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2 zomitli safh_a, dorsal garindm & somitli s:a%ha, dorsal garinim 149 su:u.rﬁ'rtli zafha 24 hpf

Sekil 2.11. Zebra balig1 gelisiminde primordiyal germ hiicrelerinin ilk 24 saatteki gogti (Raz, 2003)

Primordiyal germ hiicreleri, zebra baligi embriyosunda rastgele 4 farkli yerde
konumlanmis olsa da gelisimin ilk 24 saatinde gonadlarin olusacagi bolgeye dogru,

ileride gametleri olusturmak iizere go¢ ederler (Raz ve Freid, 20006).

Pek cok organizmada primordiyal germ hiicre gocl calisilmistir (Buehr, 1997;
Bendel-Stenzel ve ark., 1998; Braat ve ark., 1999b; Castrillon ve ark., 2000; Felici,
2001). Primordiyal germ hiicrelerinin nasil gog¢ ettikleri, go¢ isleminde hangi
faktorlerin yer aldig1, dolayistyla primordiyal germ hiicrelerinin gidecekleri hedefleri
nasil bulduklari bilim insanlar1 tarafindan merak konusu olmustur ve bu konuda
caligmalar yapilmistir. Bu caligmalar, primordiyal germ hiicrelerinin go¢ sirasinda

bazi somatik yapilarla etkilesim i¢inde oldugunu gdstermistir. Bu yapilarin,
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primordiyal germ hiicrelerinini go¢ sirasinda tasidigini ve onlart gitmeleri gereken
hedeflere ulasmalarinda yardimci olduklar1 diisiiniilmiistiir (Godin ve ark., 1990;
Jaglarz ve Howard, 1995; Zhang ve ark., 1997; Van Doren ve ark., 1998; Kuwana ve
Rogulska, 1999; Weidinger ve ark., 1999; Starz-Gaiano ve ark., 2001; Deshpande ve
ark., 2001; Weidinger ve ark., 2002; Doitsidou ve ark., 2002). Bu yiizden gog
(migrasyon) islemi, yillarca farkli model organizmalarda (6rnegin fare, insan, zebra
baligi, Xenopus, Drosophila gibi) ¢alisilmistir fakat buna ragmen primordiyal germ
hiicrelerinin gerekli hedeflere gogiinii saglayan sinyaller ve molekiiler mekanizmalar
hala daha tamamen acikliga kavusturulamamistir. Zebra baliklarinda primordiyal
germ hiicrelerinin gog sirasinda yollarini nasil bulduklar1 ve gonad taslaklarina nasil
dogru bir sekilde gittigini anlamak icin ¢alismalarda 2 farkli teknik kullanilmistir
(Kunwar ve Lehmann, 2003). Doitsidou ve arkadaslar1 (2002), PGH gogiinde 6nemli
oldugu diisliniilen genlerin hepsini susturmuslardir. Bunu yapabilmek i¢in
“morpholino antisense knockdown’ adli teknigi kullanmislardir. Bu islem sonucunda
zebra baliklarinda CXCR4 proteinini kodlayan cxcr4b adli geni susturmuslar ve
bunun sonucunda primordiyal germ hiicrelerinin gonad taslaklarina go¢ edemedigini
saptamiglardir. Yine Knaut ve arkadaslar1 (2003), odysseus (ody) diye tanimlanan
mutasyona ugramis (mutant) zebra baliklar1 ile ¢alisma yaparken primordiyal germ
hiicrelerinin gonadal bdlgeye ulasamadiklarini ve gé¢ yolunda problemler oldugunu
saptamiglardir. Bu calismayr yapan bilim adamlar1 ody zebra baliklarindaki
mutasyonun cxcr4b geninde oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla bu iki ¢alisma da
primordiyal germ hiicrelerinde cxcrdb geninin ifade edildigini kanitlamistir. Bunun
disinda bu calismalar cxcr4b geni susturuldugunda ya da mutasyona ugradiginda
PGH gogiinde aksakliklara neden oldugunu kanitlamistir (Doitsidou ve ark., 2002;
Knaut ve ark., 2003; Kunwar ve Lehmann, 2003). SDF-1a (stromal cell derived factor
1-a), CXCR4b reseptoriine baglanan baslica kemokindir. Dolayisiyla crcx4b geni ile
yapilan arastirmalar, SDF-1a kemokininin de PGH goc¢ii iizerine etkisi olabilecegi
fikrini uyandirmis ve bu konuda c¢aligmalar yapilmistir. Arastirmalar sonucunda zebra
baliklarinda primordiyal germ hiicre goc¢linde SDF-1a adli kemokinin etkili oldugu
bulunmustur. SDF-la, primordiyal germ hiicrelerinin go¢ edecegi bolgelerden
salinirken, SDF-1a’nin reseptorii olan CXCR4b, go¢ eden primordiyal germ
hiicrelerinin iizerinde bulunmaktadir. CXCR4b ve bunun ligandi olan SDF-1a’nin

aktivitesinin azalmasi sonucu zebra baliklarinda PGH migrasyonunda kusurlarin
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olustugu bulunmustur (Doitsidou ve ark., 2002). Dolayisiyla SDF-1a ekspresyonunun
azalmas1 PGH gogiinde cxcrdb mutasyonu ile ayni etkiyi yaratmaktadir (Sekil 2.12)
(Kunwar ve Lehmann, 2003).

d

Q..

Kubbe Evresi 1 somitli safha 12 zomitli zatha 24 hpf
Tepeden Gorlinim Onden garindm dnden adrindm Lateral gdrindm

SRR EnaR

SDF-1a dizeyinde azaima || SDF-1s ekspresyonunda hata | SDF-1a ekepresyonunds hata ve
ve SDF-1a'min szalmas SDF-1a wve CRCR4bNIN azalnas

Sekil 2.12. Primordiyal germ hiicrelerinin gd¢ mekanizmasi. a: 4 primordiyal germ hiicre grubu,
embriyonun rastgele 4 bolgesinden dorsal orta ¢izgiye dogru goc eder. b) Somitogenezin (segment
olugumu) baslangicinda sdf-1 RNA (yesil renk ile gdsterilmistir) ilk segmentin yakininda oldukga fazla
salgilanir ve primordiyal germ hiicreleri bu bdlgeye dogru go¢ ederler. ¢) Somitogenez boyunca 4
primordiyal germ hiicre kiimesi yiiksek miktarda salinan sdf-1 a ‘ya dogru go¢ eder (not: arka beyinde
(genis yatay cizgilerle gosterilmistir) yiiksek miktarda sdf-1a salgilanmasina ragmen primordiyal germ
hiicreleri bu bolgeye gitmezler) d) Embriyo gelisiminin son asamasinda primordiyal germ hiicreleri
gonad taslaklarma ulagsmis olur. e) SDF-la diizeyinde azalma oldugunda veya ody mutantlarinda
(resimde gosterilmemistir) primordiyal germ hiicreleri embriyonun her tarafina dagilmig durumdadir.
f) SDF-1a ekspresyonundaki hata sonucunda primordiyal germ hiicreleri farkli bolgeye goc ederler. g)
ody mutant primordiyal germ hiicreleri ve CXCR4b’siz primordiyal germ hiicreleri (hiicreler mor ile

gosterilmigtir) SDF-1a’ya dogru go¢ etmezler (Kunwar ve Lehmann, 2003).

Sadece SDF-1a kemokini ve CXCR4b reseptor birlikteligi zebra baliklarinda PGH
gbcli i¢in yeterli degildir. PGH, SDF-la’nin fazlaca salindigi bolgelere dogru
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giderken, diger hiicreleri de SDF-la salgilamak iizere uyarir. Dolayisiyla cesitli
sinyaller, SDF-1a modifikasyonlari, SDF-1a’nin ekstraseliiler matriks proteinleri ile

etkilesimi gibi faktorler bu olayi etkileyebilir (Kunwar ve Lehmann, 2003).

CRCR4 ve SDF-1a ¢iftinin diger organizmalarda da PGH gogii tizerine etkisinin olup
olmadigini anlamak i¢in farelerde deneyler yapilmis fakat farelerde pek ¢cok dokuda
hasar olustugu i¢in fare embriyolar1 dlmiis ve dolayisiyla PGH gog¢iiniin detaylar
aciklanamamustir (Tachibana ve ark., 1998; Ma ve ark., 1998; Zou ve ark., 1998;
Hargreaves ve ark., 2001; Bagri ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2002; Kunwar ve
Lehmann, 2003). Fakat zebra balig1 ody mutantlarinda bu tip 6liime rastlanmamustir.
Bunun, G proteinine bagli bir kemokin reseptorii olan CXCR4a gibi farkli bir yapinin
zebra baliklarinda CXCR4’iin fonksiyonunu iistlenmis olabilecegi diistinlilmiistiir

(Knaut ve ark., 2003).

Zebra baliklarinda nanos-1 ve vasa genleri, primordiyal germ hiicre belirleyicileridir.
(Olsen ve ark., 1997; Yoon ve ark., 1997; Koprunner ve ark., 2001). vasa geninin
yapisi ilk olarak Drosophila’da aydinlatilmis ve germ hiicre olusumunda bu genin
maternal bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Schiipbach ve Wieschaus, 1986).
ATP bagimlt RNA helikaz tarafindan kodlanan vasa geni, DEAD box (Asp-Glu-Ala-
Asp) ailesine ait bir gen olup, Drosophila’da oositlerin posterior kisminda ve
primordiyal germ hiicrelerinin bulutsu yapisindaki polar graniillerde bulunur
(Mahowald, 1992; Strome, 1992). vasa geninin Drosophila’da izole edilmesiyle vasa
benzeri DEAD-box RNA helikaz genleri, fare, rat, kurbaga, zebra baligi, planaria,
tavuk, ipek bdcegi ve insan gibi canlilarda germ hiicrelerinden izole edilebilmistir
(Raz, 2000). Yapilan aragtirmalar sonucunda Drosophila ve Caenorhabditis’un germ
plazmasinda vasa proteini bulunurken, bu durumun aksine, Xenopus ve zebra
baliklarinda aslinda vasa proteininin degil, vasa RNA’sinin germ plazmasinin bir
bileseni oldugunu kanitlamistir (Yoon ve ark., 1997; Olsen ve ark., 1997; Knaut ve
ark., 2000; MacArthur ve ark., 2000).

Zebra baliginda vasa proteininin gelisim siirecinde ovaryum ve testiste bulundugu
western blot analizleriyle ortaya konulmustur (Braat ve ark., 1999b). vasa proteininin

miktari, anasal vasa proteini parcalandigi i¢in fertilizasyondan sonra 14 somitli
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safhaya kadar hizla azalmaktadir (Braat ve ark., 2000). vasa geni, germ hiicre
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Pek ¢ok organizmanin germ hiicresinde
vasa RNA eksprese edilmektedir fakat vasa fonksiyonunda translasyonel kontroller,
post-translasyonel kontroller, vasa proteininin subseliiler lokalizasyonu, ve diger
proteinlerle interaksiyonu biiyiik bir rol oynamaktadir (Raz, 2000). Zebra
baliklarinda vasa RNA, 2-4 hiicreli asamada, hiicrelerin distal kisimlarindaki
yariklarda gruplar halinde bulunmaktadir (Olsen ve ark., 1997; Yoon ve ark., 2000;
Knaut ve ark., 2000). Bu gruplar, her hiicre boliinmesi sirasinda, asimetrik olarak
ayrilirlar ve blastulanin son sathalarinda sadece 4 adet primordiyal germ hiicresi kalir.
Kisaca gastrulasyondan once bu 4 hiicre, simetrik olarak bdliiniir ve gonadlar
olusturacak olan bolgelere go¢ ederler (Yoon ve ark., 1997; Weidinger ve ark., 1999;
Braat, 1999a; Knaut ve ark., 2000; Shinomiya ve ark., 2000). Disilerde vasa geninde
olusan homozigot mutasyonlar sonucunda kutup hiicreleri ve germ hiicreleri
olusamayacagi icin gelecek nesillerin kisir olmasina sebep olurlar (Yoon ve ark.,
1997). Dolayisiyla vasa geni ile yapilan ¢aligmalar gelecek kusaklarda infertilitenin

onlenmesi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Omurgalilarda vasa homologlar1 bulunmaktadir ve kurbagalarin (Komiya ve ark.,
1994), farelerin (Fujiwara ve ark., 1994), ratlarin (Komiya ve Tanigawa, 1995),
tavuklarin (Tsunekawa ve ark., 2000) ve teleost baliklarin (zebrafish, Yoon ve ark.,
1997; Olsen ve ark., 1997; tilapia, Kobayashi ve ark., 2000) germ hiicrelerinde vasa
geni ekspresyonu tespit edilmistir. vasa geni spesifik olarak germ hiicrelerinde
sentezlenir (Lasko ve Ashburner, 1990) ve zebrabaliklarinda vasa RNA, oogenez ve
embriyogenez boyunca bulunmaktadir (Olsen ve ark., 1997; Yoon ve ark., 1997;
Braat ve ark., 1999b). 4 hiicreli asamada, vasa RNA igeren germ hiicre plazmasi bu 4

hiicreye asimetrik olarak dagilmistir.

vasa mRNA, ileride germ hiicrelerine farklilasacak olan germ hiicre dnciilerini, diger
somatik hiicrelerden ayirir (Yoon ve ark., 1997; Braat ve ark., 1999a). Elektron
mikroskobu ile yapilan ¢aligmalar da germ plasm benzeri hiicrelerin de vasa mRNA

icerdigini gostermistir (Knaut ve ark., 2000).
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2.5. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucu kimyasallar (EDCs); saglikli bir organizmada veya onun
gelecekteki neslinde endokrin sistemine dahil olarak ve onun ¢alismasini degistirerek
endokrin sistemin fonksiyonunu bozan, gelisim, iireme, sinir ve immiin sistem
iizerine olumsuz etkilere sebep olup saglik sorunlarina neden olan disaridan alinan
madde veya madde karigimlaridir. Endokrin bozucu bilesikler, dogal ve yapay
endokrin bozucular olmak {izere 2 baslik altinda incelenebilir. Dogal endokrin
bozucular, yar1 Omiirleri kisa oldugundan organizmadan kolayca atilabilen ve
genellikle 6nemli yan etkilere sahip olmayan bilesiklerdir. Dogal endokrin bozuculara
fitoostrojenler ornek verilebilir.  Fitodstrojenler, dogal hormon yapisinda
olduklarindan; kolayca yikilir, depolanmazlar. Yapay endokrin bozucular ise tarim ve
endistride olduk¢a fazla kullanilan bilesiklerdir. Bunlara o6rnek olarak
dietilstilbesterol (DES), bisfenol A (2,2-bis(4-hidroksifenil) propan), oktilfenol,
fitalatlar, dioksin ve dioksin benzeri bilesikler, poliklorine bifeniller, DDT ve bazi
pestisitler 6rnek verilebilir. Bu kimyasallar evsel ve endiistriyel atiklarla sucul ortama

katilmaktadir. (Goldman ve ark., 2000; Stoker ve ark., 2000).

Cevresel Ostrojenler, organizma biinyesine katilip Ostrojen gibi islev goren yapay
maddelerdir. Ksenodstrojenler olarak adlandirilan kimyasallarin ¢ogu veya bunlarin
metabolitleri, Ostrojenik, mutajenik, karsinojenik veya toksik oOzellige sahiptir
(Steinmetz ve ark., 1998). Ksenoostrojenler, dogada oldukc¢a ¢ok bulunan yani
dogaya salinan, estradiolle ¢ok az ya da hi¢ homoloji gostermeyen fakat Ostrojenin
agonisti (ayn1 yonde etki yapan) ya da antagonisti gibi davranan pestisitler ya da
endistriyel irilinlerdir. Pek cok caligma ksenodstrojenlerin dogal yasama ciddi
zararlar1 oldugunu gostermistir (Colborn, 1995). Her seye ragmen ksenodstrojenlerin
iireme sisteminde anormalliklere sebep olup olmadigir kesin belli degildir. Cilinkii
dogal yasamda ayn1 anda pek ¢ok kirletici ekosisteme karistigi icin canlilar pek ¢ok
kimyasalin karigtmina maruz kalmaktadir. Dolayisiyla bunlarin her birinin yaptigi
etkiyi saptamak zordur. Ksenodstrojenler, canlilarda Ostrojen reseptoriine zayif
baglanma affinitesi (egilimi) gosterdiginden ksenodstrojenlerin zararli oldugu

diisiiniilmektedir (Ben-Johnathan ve Steinmetz, 1998).
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Endokrin  bozucular; hormonun yapimi, tasinmasi, yikimi ve atilimini
degistirebildikleri gibi, hedef hiicredeki etkilerini de degistirebilmektedirler. Bu
etkilerin bir veya birkaci da bir arada olabilmektedir. Endokrin bozucular,
hormonlarin yapimi, taginmasi, metabolizmasi ve hormonlarin atilimi lizerine arttirici
veya azaltict etkisi ile hormonlarin hedef hiicredeki etkisine benzer veya ters etkiye

sahiptirler.

Endokrin bozuculardan en c¢ok bilineni dietilstilbesterol (DES)’diir. DES, ilk defa
1938 yilinda iiretilmis, Amerika ve Avrupa’da uzun yillar boyunca toksemilerde,
erken dogum tehdidinde ve fetal Sliimlerin 6nlenmesinde kullanilmigtir. 1970’lerin
basinda erigskin kadinlarda DES uygulamasina bagh olarak vajinal kanserlerde artig
gbzlemlenmistir. Ayrica ¢aligmalarda, DES’e maruz kalan bayanlarda meme kanseri
gelisme riskinin yaklasik 2 kat arttigit ve DES’e intrauterin maruz kalan geng
bayanlarda serviks kanseri, overyan germ hiicre kanseri, serviko-vajinal displazi ve
vajinal clear-cell adenokarsinomasi ile intrauterin maruz kalan erkeklerde minor
iirogenital anomali ve testis kanseri riskinin arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle DES
piyasadan kaldirilmistir (Marselos ve Tomatis, 1992; Giusti ve ark., 1995; Lee, 2007,
Solomon ve Schettler, 2000; Yesilkaya, 2008). DES’e prenatal donemde maruz
kalmak erkek ve disilerde pek ¢ok yapisal ve fonksiyonel anormalliklere sebep
olmaktadir. DES kullanan pek ¢ok anne ve kizinda iireme sisteminde benign
anormallikler, kisirlik ve dis gebelik oranlarinda artig goriilmiistiir. Ogullarinda ise
testislerin skrotuma inmemesi, iiretrada problemler, epididimal kistler, sperm
sayisinda azalma, sperm deformitelerinde artis ve prostatik inflamasyonlar
gozlemlenmistir (Marselos ve Tomatis, 1992). Endokrin bozucular, her zaman ayni1
etkiye neden olmamaktadir. Ornegin diisiik dozda dstrojen reseptorlerine baglanarak
etki gosteren bir bozucu, yiiksek dozda ise androjen reseptorlerine baglanarak

antiandrojenik etki gosterebilir (Lee, 2007).

Endokrin bozucu ile karsilagsma siiresine, miktarina, tek veya karisim maddeler ile
karsilasma durumuna goére endokrin bozucularin etkileri degisebilmektedir. Bu ac¢idan
en hassas donemler gebelik, cocukluk ve ergenliktir. Gebelikte endokrin sistemin

islevini bozan cesitli kimyasal maddelerle karsilagsma; fetusun endokrin sistemini
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etkileyerek, c¢ok sayida gelisme bozukluguna sebep olmaktadir. Bu kimyasal
maddelerin ¢ogu plasentada etkisiz hale getirilemezler. Kimyasal maddelerin miktari
ne kadar fazla olursa, ortaya ¢ikan gelisim bozuklugunun derecesi de o kadar agir

olmaktadir (Durmaz ve Ozmert, 2010).

2.5.1. Bisfenol A

Bisfenol A, 1891 yilinda Rus Kimyact A.P. Dianin tarafindan asit kataliz reaksiyonu
sonucu doymamis 2 fenol halkasinin aseton ile birlesmesiyle olusturulmus bir
bilesiktir ve Bisfenol A’daki “A” harfi asetondan gelir (Dianin, 1891). ilk olarak
Dodds ve Lawson tarafindan 1930’lu yillarda pek c¢ok organik bilesik ratlara
subkutandz (cilt alt1) enjeksiyon uygulamasiyla verilmis ve boylece BPA’nin sentetik
Ostrojen oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda arastiricilar alifatik bir grupla
bagl 2 fenolik halka i¢eren kimyasallarin dstrojenik aktiviteye sahip oldugunu (Sekil
2.13) tespit etmislerdir (Dodds ve Lawson, 1936). Alifatik bilesikler, molekiil
yapilarinda, cesitli atomlarin birbirine kovalent baglanarak olusmus diiz veya
dallanmis zincir seklinde iskelet iceren organik bilesikler ve bunlarin tiirevleridir.
Dodds ve Lawson BPA’nin 0Ostrojenik aktivitesini 1930 sonu, 1940 baslarinda
calisincaya kadar gegen zaman siirecinde BPA ile ilgili hi¢bir ¢aligma yapilmamistir.
1930’1u yillara kadar BPA’nin Gstrojenik etkileri iizerine bir ¢alisma yapilmadigi ve
BPA’nin in vivo etkileri iizerine bir ¢alisma yapilmadigi i¢in BPA, 1915 yilinda
endiistriyel olarak oldukga fazla miktarda iiretilmeye baslanip insan hayatina girmistir

(Ortiz, 2009).

HOO [Aﬁfatik msum] < SOH

CHs

CHs

Bisfenol A

Sekil 2.13. Bisfenol A’nin yapist
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En 6nemli endokrin bozuculardan biri olan 2,2 bis (4-hidroksifenil) propan yani
Bisfenol A (BPA), 2 mol fenol ve 1 mol asetonun asit kataliz reaksiyonu sonucu

olusan ve 2 tane doymamis fenol halkasina sahip olan bir bilesiktir (Staples ve ark.,

1998) (Sekil 2.14).

OH
0 CH;
P W
CH, CH; CH;

FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 2.14. Bisfenol A’nin fenol ve asetondan kondensasyonu

Bisfenol A, kati, beyaz renkte kristal yapida fenolik bir maddedir. Molekiil formiilii
CisH60,’dir. Dimetilsiilfoksit (DMSQO), etanol ve aseton gibi ¢oziiciilerde iyi
¢ozliniir. 25°C’deki suda 120 mg/L oraninda ¢oziiniir (Kosky ve Guggenheim, 1991;
Johnson ve Harvey, 2002).

Bisfenol A, konserve ve plastik iiriinlerde bulunan, epoksi ve polistiren regine
iiretiminde ve kimyasal endiistride olduk¢a fazla kullanilan endokrin bozucu bir
maddedir. BPA, endiistriyel olarak, polimer, epoksi rezin, polisiilfon, kauguk,
fungusit, antioksidan ve boya imalatinda ara bilesik olarak kullanilmaktadir ve bu
amagcla tiretilen BPA’nin %95°1 polikarbonat plastiklerin imalatinda kullanilmaktadir
(Mihaich ve ark., 2009). Artan polikarbonat iiretimine paralel olarak BPA {iiretimi de
glinlimiizde hizla artmaktadir. BPA, polikarbonatin hidrolizi sonucu ortama
salinmaktadir (Sekil 2.15). Diger bir degisle BPA, bir polikarbonat monomeridir.
polikarbonat ve rezinlerde BPA monomerleri birbirine ester bagi ile baglidir. Epoksi
rezinler, metal maddeleri kaplamada, konservelerde ve dis dolgularinda
bulunmaktadir. Bunun yan1 sira BPA, konservelerin i¢ ylizeylerinde, bebek
biberonlarinda, plastik su siselerinde ve damacanalarda, bebek sampuan ve
kremlerinde, ¢ogu oyuncaklarin yapisinda, parfiimeri ve kozmetik iiriinlerde, optik
lenslerde, CD’lerin dis film kaplamasinda, baskili kiyafetlerde ve oda parfiimlerinde
bulunmaktadir. (Staples ve ark., 1998; Welshons ve ark., 2006; Hengstler ve ark.,
2011).
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POLIKARBONAT
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|
Bisfenol A

Sekil 2.15. Polikarbonat yapidan ester baglarinin hidrolizi sonucu BPA olusmasi (Welsons ve ark.,

2006)

Bisfenol A giinliimiizde oldukg¢a fazla {iretilen ve plastik yapisinda bulunan bir madde
oldugu i¢in insanlar da dahil olmak iizere pek ¢ok canli grubu bu maddeye maruz
kalmaktadir. Hayvanlarla yapilan deneylerde, Bisfenol A’nin, disi cinsiyet hormonu
Ostrojen gibi hareket ettigi ortaya konmustur. BPA’nin endokrin sistemini bozucu
ozelligi, ¢ok sayida bilimsel tartigmalara sebep olmaktadir. Plastik iiretiminde
kullanilan bisfenol A’nin in vivo ve in vitro ¢alismalarda ksenoostrojen olarak
davrandig1r saptanmistir (Richter ve ark., 2007). BPA, giliniimiizde en fazla iiretilen
kimyasallardan biridir ve ekosisteme biiyiik bir oranda BPA girdisi vardir (Rodriguez
ve ark., 2010). Bu sebeplerden dolay1 BPA, 21. yiizyi1lda medya ve basin organlarinda

sikca yer almaktadir.

BPA, yillik >3,7 milyon ton iiretim kapasitesi ile diinyada en ¢ok iiretilen kimyasallar
arasindadir (Chemical Week, 2005; Yildiz, 2009). Daha o6nce yapilmis olan
caligmalar, BPA’nin embriyolar iizerinde genetik kusurlara ve toksik bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir (Bindhumol ve ark., 2003). Yiiksek dozlardaki BPA’nin ise
hamile CD 1rki ratlar i¢in oldukga toksik oldugu ve bu uygulamanin anne ve fetiisiin
kilosunda bir diisiise sebep olarak 6liim riskini arttirdigir bulunmustur (Morrissey ve
ark., 1987). Insanda BPA maruziyeti Ostrojene duyarli MCF-7 gogiis kanser
hiicrelerinin tiremesini sagladigini, hiicre ¢ogalmasinda bir artisa sebep oldugu ve

progesteron reseptor seviyesini degistirdigi saptanmistir (Zhu ve ark., 2003). Yapilan
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bir diger calismada ise yiiksek dozda BPA’nin cilt ile absorbsiyonu sonucu, bobrek,
karaciger, dalak, pankreas ve akcigerde hasar oldugu saptanmistir (Sax, 1975). Ayrica
BPA’nin in vitro ortamda DNA’ya baglanan metabolitlere doniistiigii bulunmustur
(Atkinson ve Roy, 1995).

Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Bisfenol A’nin ksenodstrojen oldugu igin Avrupa
Birligi ile paralel olarak Tiirk Gida Kodeksi Gida maddeleri ile temasta bulunan
plastik madde ve malzemeler tebliginde bir degisiklik yaparak 10 Haziran 2011
tarithindeki Resmi Gazete’de yayimlamis ve bebek olarak tanimlanan tiiketici grubu
icin kullanilan, polikarbonat madde ve malzemelerin iiretiminde kullanilmasini
yasaklamistir (Resmi Gazete, 2011). Bisfenol A’nin biberonlarda kullanimi
yasaklanmasina ragmen yeterli bilimsel calisma olmadigi i¢in damacanalarda hala
daha kullanilmaya devam etmektedir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 15 Eyliil
2011 tarihinde yaptig1 basin agiklamasinda damacanalarda BPA gogiinii 6nlemek igin,
damacanalarin uzun siire giines 1s1ginda birakilmamasi, deforme olmus ya da
yipranmis damacanalar kullanilmamasi, damacana temizliginde ¢camasir suyu ya da
firca gibi maddeler kullanilmamasi, damacana temizliginin su iireticisine birakilmasi

gerektigini vurgulamistir.

Karbonat halkalarinin nétral-alkali pH araliginda ytiksek sicaklikta hidrolizi BPA
salinimina neden olmaktadir. Dolayisiyla konservelerin, bebek biberonlarinin, icecek
siselerinin, vb. TUriinlerin pisirme, 1sitma veya sterilizasyon amaciyla sicaklikla
maruziyeti BPA salinimima neden olmaktadir (Staples ve ark., 1998). Yani,
konserveler sterilizasyon amaciyla 1sitildiginda veya ambalajli gidalar mikrodalgada
isitildiginda yiyeceklere BPA salinimi olmaktadir. Ayni zamanda sicakliga ek olarak
asidik ve bazik kosullar da BPA salinimini artirmaktadir. Stanford Universitesi ndeki
aragtiricilar mayalarda bir protein ile ¢aligma yaparken mayanin estradiol iirettigini
saptamiglardir (Feldman ve ark., 1984). Daha sonra Ostrojenik aktivitenin mayadan
degil, polikarbonat hiicre kiiltiirii kaplarinin otoklavlanmasi sonucu kiiltiir ortamindan
geldigini bulmuslardir. Ostrojen reseptorii (ER) ne baglanan bu madde saflastirilarak
BPA oldugu tanimlanmistir. Otoklavlanmis suda 2-3 pg/L oraninda BPA tespit

etmislerdir. Yine aym1 grup BPA’nin Ostrojenik oldugu sonucuna 4 kritere bakarak
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varmistir. 1) Ostrojen reseptdriine baglanmasi1 2) MCF-7 gogiis kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu saglamasi 3) progesteron reseptorlerinin indiiksiyonu 4) tomoxifene
(gogiis kanseri tedavilerinde kullanilan Gstrojen antagonisti) ters etkiler gdstermesi

(Krishnan ve ark., 1993).

Kubwabo ve arkadaglarimin. yaptig1 calismada, polikarbonat iceren plastik ya da
epoksi rezinlerle kapl icki ve yiyeceklerde Bisfenol A’nin igecek ve yiyeceklere
gecis miktarint GC-EI/MS/MS analizleriyle dlgmiislerdir. Plastik siselerdeki sularin
8 saat boyunca 40 °C’de maruziyetinde suya 0,11 pg/L oraninda gectigini
saptamiglardir. %50 oraninda etanol igeren siselerde yine 40 °C’de 240 saat
bekletildiginde siviya 2,39 pg/L oraninda BPA gdciiniin oldugunu kaydetmislerdir
(Kubwabo ve ark., 2009). Kisacasi plastikle kapli maddelerde BPA go¢ii zaman ve
coziicliye baglh olarak degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi (EPA)’na gore memeliler icin gilinliik 50 pg/L lik doz, giivenilir doz
olarak kabul edilmistir (EPA, 1982). Bu deger gozlemlenebilir en diislik etki degeri
(LOAEL=LOEL) nin 100’e boliinmesi ile bulunmus ADI (giinliik alinabilecek doz)
degeridir. Kanada’da damacana ve pet sise sularindaki BPA oranini tespit etmek
amaciyla bir caligma yapilmis ve bu ¢alismada kullanilan polikarbonat kapli olmayan
56 pet siseden 51 tanesindeki BPA orani giivenilir sinirlarda (< 50 pg/L) cikmustir.
Damacanalarda ise bu oran 0.50 — 1.4 mg/L arasinda (ortalama 0.75 mg/L) ¢ikmustir.
Fakat 5 hafta sonunda depolama ve tasima sirasinda yanlislikla giinese maruz kalan
damacanalarda yapilan Ol¢limlerde bu oran 6.5 mg/L ve 8.8 mg/L olarak tespit

edilmistir (Cao ve Corriveau, 2008a).

Bir baska grup arastiric1 20 farkli marka konservede sebzelere BPA gdgiinii aragtirmis
ve polimer tipi, sterilizasyon prosediirii ve yiyecek gesitliligine bagl olarak sebzeler
0-33 png/konserve oraninda BPA gocli tespit etmislerdir. Alkali ya da yagh
yiyeceklerde 1s1 ile birlikte BPA gecisi artmaktadir (Brotons ve ark., 1995).

Plastik paketleme uygulamalarinda 7 smif bulunmaktadir. Tip 1 (PET = Polietilen
tereftelat), Tip 2 (HDPE = yiiksek dansiteli polietilen), Tip 4 (LDPE = diistik dansiteli
polietilen), Tip 5 (polipropilen) ve 6 (polisitren) polimerizasyon ya da paketleme
formunda BPA icermezler, dolayisiyla gida ve igeceklere BPA salinmaz. Tip 3 (PVC
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= polivinil kloriir) plastikler Bisfenol A igerebilmektedir. 7. tip "diger" smifi olarak
adlandirilmakta ve polikarbonat ve epoksi gibi malzemeleri igermektedir ki bunlar
Bisfenol A momonerinden yapilmistir. Bisfenol A normal kosullarda (oda
sicakliginda) 32 ng/saat hizi ile salinirken, 100°C’deki BPA gocii, oda sicakligindaki
migrasyondan 55 kat daha fazladir (Lea ve ark., 2008). Diger bir ¢alismada da BPA
iceren bir sisedeki suyu 70°C’de 6 gilin boyunca 1sitilirsa ortama 521 pug/L BPA
gectigi belirtilmistir (Cao ve Corriveau, 2008b). Dolayisiyla BPA migrasyonu
sicaklikla iliskilidir.

2.5.1.1. BPA’nin yikim

Ksenoostrojenlerin metabolizmasi 173- estradiole benzerlik gostermektedir (Yager ve
Lichr, 1996.) Yapilan in vitro ¢alismalar sonucunda BPA’nin 17- estradiol gibi ERa
tamamen ERP nin ise kismen agonisti oldugu saptanmistir (Gould ve ark., 1998; Kim

ve ark., 2001; Matthews ve ark., 2001; Gray ve ark., 2004).

Yapilan ¢aligmalarda bisfenol A ve benzer yapidaki maddelerin Ostrojenik, anti-
Ostrojenik, androjenik, anti-androjenik, tiroid hormonal veya anti-tiroid hormonal
ozellikleri incelenmistir. Ostrojenik aktiviteye insan gogiis kanseri hiicre hatlarinda
(MCF-7), androjenik aktiviteye fare fibroblast hiicre hatlarinda (NIH3T3), tiroid
hormonal aktiviteye ise hipofiz hiicre hatlarinda (GH3) bakilmistir (Kitamura ve ark.,
2005). Tetrabromobisfenol A, tetraklorobisfenol A, tetrametilbisfenol A ve 3,3’-
dimetilbisfenol A’nin tiroid hormonal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Kitamura

ve ark., 2005).

Memelilerde BPA metabolizmasi 2 yolaklidir. Bunlar, BPA’nin glukuronidasyonu ve
siilfasyonudur. BPA, karaciger mikrozomlarinda glukuronide edilir. Memelilerde
glukuronidasyonu  UDP-glukuronoziltransferaz enzimi yapar. Siilfasyon ise
stilfotransferazlar tarafindan yapilir. Ratlarda, glukuronidasyon ve siilfasyondan sonra
BPA metabolitleri viicuttan idrar ile atilir (Inoue ve ark., 2001). Memelilerde serbest
BPA’nim %56-82’si disk1 yoluyla atilir. Idrar ile atilan metabolitlerinin orani ise %13-
28¢dir (Knaak ve Sullivan, 1966; Yokota ve ark., 1999; Pottenger ve ark., 2000;

Snyder ve ark., 2000). Fakat siganlarda karacigerden atilan ve major metabolit olan
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bisfenol A glukuronit safra yoluyla ulastig1 sindirim kanalinda tekrar bisfenol A’ya
dontismekte ve burada kana ge¢cmektedir. Bisfenol A’nin enterohepatik dolasima
girmesi, bisfenol A’nin siganlarda daha yavas elimine olmasina yol a¢gmaktadir
(EFSA, 2008; Yildiz, 2009). BPA metabolizmasi disi ratlarda erkek ratlara gore daha
hizlidir. Bunun sebebi, UDP-glukuronoziltransferaz mRNA’sinin disilerde daha fazla

ekspresse edilmesidir (Takeuchi ve ark., 2004; Hun-Kang ve ark., 2006).

Baliklarda BPA metabolizmas: tiirlere gore degisiklik gosterir. Ornegin BPA
metabolizmas1 zebra balig1 karacigerinde, gokkusagi alabaligina gore daha hizhidir.
Dolayisiyla hizli BPA metabolizmasi daha diisiik 6strojenik duyarlilik saglamaktadir.
BPA’ya maruz birakilan zebra baliklarinda BPA siilfat (BPAS) ve BPA glukronik asit
(BPAGA) olmak iizere 2 metabolit tespit edilmistir. 100 pg/L BPA’ya maruz
birakilan zebra baliklar1 7 giin boyunca incelenmis ve uygulamadan sonra 2, 6, 12,
24, 48, 72, 120 ve 168. Saatlerde baliklarda BPA, BPGA ve BPAS oranlar1 analiz
edilmistir. 24 saat sonunda BPA, BPAGA ve BPAS oranlar1 sirastyla 569, 12600 ve
39,9 ng/g balik olarak tespit edilmistir. Baslangi¢ eliminasyon fazinda BPA ve
BPAS’1n total yar1 émrii (T;,) < 1,1 saat ve 30 dakika olarak bulunmustur. Sekonder
eliminasyon fazinda ise T;, degerleri 139 ve 71 saat olarak tespit edilmistir.

BPAGA’nin Ty, degeri ise 35 saattir (Lindholst ve ark., 2003).



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Zebra bahg (Danio rerio)

Zebra baligi, gelisim biyolojisi ¢alismalarinda kullanilan 6nemli bir omurgali
modelidir ve zebra balig1 ile ¢alismanin pek ¢ok avantaji vardir. Bu organizmalari
laboratuvar ortaminda iiretmek ve iiretimlerini devam ettirmek kolaydir ve dikkate
deger deneysel avantajlar sunar. Ayrica bu organizmalarin iiretimi de ucuzdur. Bir
zebra balig1 50 ila 200 arasinda yumurta birakir. Ddéllendikten sonra hizli bir sekilde
gelisen embriyo seffaf oldugundan gelisimin her asamasini mikroskop altinda
gérmek miimkiindiir. Ayrica insanla pek ¢ok ortak gene sahip olan zebra baliklarinin
erginlesme siireleri de diger omurgalilara gore oldukga kisadir. Yumurtalar elverisli
ortam sartlarinda 3 ayda cinsel olgunluga erisirler (Mills, 1994). Model
organizmalar, iizerinde ¢alisilmasi zor olan diger tiirler hakkinda (insan da dahil)
biyolojik olaylarin arastirilmasi ve bilgi edinmek icin kullanilir. Bu ylizden
calismada model organizma olarak zebra balig1 secilmistir. Omurgalilarin gelisimi
icin 1yi bir organizmadir ¢iinkii diger tiim modellerin en iyi 6zelliklerini bulundurur.
Genetik analizler i¢in uygundur. Bir¢ok insan hastalik ve gelisim genlerinin benzeri
zebra baligmin genomunda vardir. Uretilen mutant zebra baliklar1 insan hastaliklari
icin uygun bir modeldir. ilaglarm denenmesi icinde kullamlir. Alzheimer hastaligs,

konjenital kalp hastalig1, polisistik bobrek hastaligi ve kanser gibi modelleri de igerir.
3.1.2. Ortam kosullari
Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma

Laboratuvar1 igerisine zebra baligi ile yapilacak deneyler i¢cin 10x20x35 cm

boyutlarinda akvaryumlar kuruldu. Akvaryumlarin igerisine igme suyu konulup
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sicaklik, termostatlar ile 26 - 28 °C ’ye sabitlendi. Akvaryum igerisindeki sular, hava
motorlar1 ile oksijenlendirildi. Ayrica oda igerisine 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik
olacak sekilde aydinlatma sistemi kurularak baliklarin {iremesi i¢in gereken sirkadien
ritm olusturuldu. Elde edilen embriyolar toplanarak stereo mikroskop altinda
incelendi. Dollenmis olan zebra baligi yumurtalari, yumurtlama kaplarindan alinarak
kontrol, ¢6ziicli kontrol ve deney gruplari olusturuldu. Kontrol grubuna higbir
uygulama yapilmazken, ¢oziicii kontrol grubuna BPA’nin ¢dziiciisii olan
dimetilsiilfoksit (DMSO) %]l oraninda embriyolarin bulundugu 25x45x15 cm
boyutlarindaki yavrular i¢in kullanilan akvaryum ortamina eklendi. 4 mg/L ve 8
mg/L. BPA olmak iizere 2 deney grubu olusturuldu. 4 mg/L ve 8 mg/L oranindaki
BPA’lar %1 DMSO igerisinde ¢oziilerek akvaryum ortamina verildi. Tiim bu DMSO
ve BPA uygulamalari embriyolara gelisimin ilk 1 saatlik periyodu igerisinde
uygulandi. Calismada kullanilacak olan embriyolara histolojik boyamalar, whole
mount in situ hibridizasyon, akridin turuncusu boyamasi yapilmis ve primordiyal

germ hiicreleri tespit edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Primordiyal germ hiicrelerinin histolojisi

3.2.1.1. Fiksasyon

Embriyonun genel fiksasyonu i¢in Bouin ¢dzeltisi kullanildi (Karatasg, 2005).

Tablo 3.1. Isik mikroskobu igin fiksasyon (tespit) uygulamasi

SOLUSYON SOLUSYONUN MADDE UYGULAMA

ADI ICERDIGI MIKTARI SURESI
MADDELER

BOUIN Suda doymus pikrik asit 75 mL 2 saat — 24 saat
% 40 Formaldehit 25 mL
Glisiyal asetik asit SmL




3.2.1.2. Dehidratasyon

Tablo 3.2. Isik mikroskobu igin dehidratasyon uygulamasi

30

SOLUSYON SOLUSYONUN MADDE MIKTARI | UYGULAMA
ADI iCERDIGI SURESI
MADDELER

% 70 ALKOL Etanol 70 mL 5dk
Distile su 30 mL

% 80 ALKOL Etanol 80 mL 5dk
Distile su 20 mL

%95 ALKOL Etanol 95 mL 5 dk
Distile su 5mL

%100 ALKOL Etanol 100 mL 5 dk

3.2.1.3. Seffaflastirma ve parafine gomme

Embriyodaki su yiikselen alkol seviyeleriyle uzaklastirildiktan sonra, embriyolar

parafin ¢oziicli bir sivi olan ksilol ile 2 kere 5 dk muamele edilerek seffaflagtirma

islemi uygulandi. Boylece embriyodaki alkol ortamdan uzaklastirilmis oldu. Hemen

ardindan embriyolar siv1 parafin igerisine kesit alma diizlemine gore gomiildii.

3.2.1.4. Kesit alinmasi

Parafin blok igerisine gomiilmiis olan embriyo ve larvalardan Leica marka doner

mikrotom ile 4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler su banyosuna

atilarak tlizerine albumin mayer siiriilmiis lamlara alind1 ve 1 gece kuruyup lam

iizerine yapismasi beklendi.

3.2.1.5. Boyama ve inceleme

a) Hematoksilen & Eosin boyama yontemi



Tablo 3.3. Isik mikroskobu i¢in Harris Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

1.Parafinden kurtarma 33 dk
Ksilen
2. Hidratasyon
% 100 Etanol 3x 1dk
% 80 Etanol 30 sn.
%50 Etanol 30sn
% 30 Etanol 30sn.
3. Akarsu altinda 30'sn
4.Harris Hematoksilen 45 dk
5.Distile su 4 dk
6.%95 Etanol 30 sn
7.%95 Etanol 30 sn
8. Eozin 30 sn
9. % 100 Etanol 6x 15 sn
10. Ksilol 3% 15 sn
11. Entellan ile kapama

Tablo 3.4. Isik mikroskobu igin Eosin stogu hazirlanmasi

EOZIN STOGU MIKTARI
Eozin Y 10g
Potasyum Dikromat S5¢g

Suda Doymus Pikrik Asit 100 mL
%100 Etanol 100 mL
Distile Su 800 mL
Glasiyal Asetik Asit 10 damla




b) Best Carmin boyama yontemi

Tablo 3.5. Isik mikroskobu igin Best Carmin boyasimin hazirlanmasi

BESTCARMIN STOK SOLUSYONU MADDE ADI MIKTARI
Carmine 2g
K2CO3 lg
Potasyum clortir 5g
Saf su 60 mL

BESTCARMIN BOYAMA SOLUSYONU | MADDE ADI MIKTARI
Stok soliisyon 10 mL
%95 Alkol 15 mL
Amonyak 15 mL

Tablo 3.6. Isik mikroskobu i¢in Best Carmin boyama yontemi

1.Ksilol 10 dk.

2 Ksilol 10 dk.
3.%100 alkol 10 dk.
4.50:50 Alkol:Eter (1:1) 15 dk.
5.Lamlari dik siiz

6.Musluk suyunda akit 1-2 dk.
7.Hematoksilen boyama 5 dk.
8.Musluk suyunda yika

9.Seyreltilmis boyama ¢ozeltisinde boya | 20 dk.
10.Metanol 3x 10 dk.
11.Aseton 3x10dk
12.50:50 Aseton:Ksilol (1:1) 10 dk.
13.Ksilol 10 dk.

14 Ksilol 10 dk.
15.Entallan ile kapama

¢) Toluidine Blue boyama yontemi

Toluidine Blue Boyama Soliisyonu
Toluidine Blue ................ g
Distile su...........c.coenenn 200 cc

32



33

Toluidine Blue Boyama Protokolii

Ksilen ..., 5dk
%100 EtOH..................... 2dk
%95 EtOH.........ccoooeiinil 2dk
Distile Su........cocevvvieinen.n. 20 sn
Toluidine Blue .................. 2 sn
Distile su.........coooveiiiin... 4dk
%95 EtOH......c.cooiiiiinn. 2dk
%100 EtOH................oiils 2dk
Ksilen........ooooooi 2dk

Entellen ile kapama

3.2.2. Whole mount in situ hibridizasyon yontemi

Bu yontem ile zebra baliklarinda vasa pozitif hiicreler tespit edilmis ve sonuglar

stereo mikroskop ile fotograflanmistir.

3.2.2.1. Soliisyonlarin hazirlanmasi

a) %4 Paraformaldehit/1XPBS

300 mL ig¢in:

250 mL su mikrodalgada 60°C ye kadar 1sitilir.

12 g PFA, steril kabinde karistirilarak eklenir.

Birka¢ damla NaOH eklenir ve ¢oziilene kadar karistirilip 1sitilir.
30 mL 10XPBS eklenir.

20 mL H,O eklenir ve -20°C’de muhafaza edilir.

b) PBT

1000 mL PBS + 1 mL Tween 20,
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c¢) Hibridizasyon tamponu (Hyb)

1 Litre i¢in:

250 mL SSC, 20X

500 mg tip VI Torula maya RNAs1 veya bugday tohumundan tip V tRNA
50 mg heparin

I mL Tween 20

1,89 g sitrik asit (monohidrat)

500 mL H,O

500 mL formamid (deiyonize)

Son pH 6,0-6,5 aras1 olmalidir. -20°C de saklanir.

d) 20X SSC

175.3 gr NaCl (3M) + 88.2 gr sodyum sitrat (0.3 M), 800 mL distile suda ¢oziiliir.
IM HCI kullanilarak pH 7.0 a ayarlanir. Son hacim distile su eklenerek 1 L’ye

tamamlanir. Otoklavlanarak sterilize edilir.

) NTMT

100 mM Tris HCI pH 9.5
50 mM MgCl12

100 mM NacCl

%0,1 Tween 20

f) Bloke soliisyonu

%35 normal ke¢i serumu + 10 mg/mL BSA/PBT -20°C de uzun dénem ya da +4°C de

kisa donem saklanir.
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3.2.2.2. On islem

24 saatlikden kii¢lik embriyolar: +4°C’de gece boyunca ya da 3 giine kadar %4 liik
PFA igeren PBS de fiske edilir. Dekoryonize etmek icin 2 ya da 3 defa PBT de

calkalanir.

24 saatlikden biliylikk embriyolar /larvalar ig¢in: Fiksasyondan once koryon
uzaklastirilir. 4°C’de gece boyunca ya da 3 giine kadar %4’liik PFA iceren PBS de
fiske edilir. 2 kere PBT de calkalanir.

3.2.2.3. Dehidrasyon

Embriyo ya da larvalar MeOH’a transfer edilir
1. 5’ oda sicakliginda %25 MeOH-PBT
2. 5’ oda sicakliginda %50 MeOH-PBT
3. 5’ oda sicakliginda %75 MeOH-PBT
4. 5’ oda sicakliginda %100 MeOH-PBT
5. %100 lilk MeOH da -20°C de in situ hibridizasyon protokoliinden (ISH) 6nce

en az 2 saat bekletilir.
3.2.2.4. Probun hazirlams1
a) PCR firiinleri

05 ul cDNA yada 1 uL BAC DNA
2,5 uL 10X PCR buffer (MgCI2 li)
0,5 uL 50 mM forward primer

0,5 pL 50 mM reverse primer

0,5 uL 10mM dNTP mix

0,5 uLL Taq DNA Polimeraz

X uL dH20

(Toplam hacim: 25 pL)
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b) Transformasyon

2-4 pL jelde yiirttiiliip piirifiye edilmis PCR {iriinii

1 pL tuz soliisyonu (kit iiriinii)

1 uL TOPO-TA vektor

(Toplam hacim: 6 pL)

Karigim 25-30 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

Karigima bakteri ekilip 20 dk buzda bekletilir.

40 pl X-gal iceren LB-Amp veya LB-Kan platelerine ekim yapilir.
Beyaz kolonilerden alimip 2,5 mL LB-Amp veya LB-Kan sivi ortamlarinda
cogaltilir.

6000 rpm’de 3 dk 4°C de santrifiij edilir.

Sirastyla Buffer P1 ve Buffer P2 (Qiagen kit igerigi) eklenir.

13000 rpm’de 15 dk 4°C’de santrifiij edilir.

450 pL isoprapanol eklenir.

Yeniden 13000 rpm’de 20 dk 4°C’de santrifiij edilir.

DNA pelleti %70 EtOH ile yikanir.

Pellet kurutulup uygun miktarda dH,O igerisinde ¢oziiliir.

¢) DNA’nin kesimi

2,5 uL 10X restriksiyon tamponu (Fermentas)
1 pL restriksiyon endoniikleaz (Fermentas)
Uygun miktarda DNA

X uL dH,0O

(Toplam hacim: 25 pL)

d) Linerize DNA’nin in vitro transkripsiyonu

1 pg linerize kalip DNA

2 uL 10 X transkripsiyon tamponu (Roche)
2uL 0,1 M DTT

1 uL RNase inhibitori



1 uL RNA Polimeraz

X puL DEPC-H,O
(Toplam hacim: 20 pL)
37°C de 2 saat bekletilir.

1 uL DNaz I transkripsiyon karigimina eklenir.

e) RNA’nin presipitasyonu

Hacim DEPC-H,O ile 100 pL yapilir.

10 uL NaOAc-DEPC eklenir.

200 pL %100 EtOH eklenir.

-20°C de bir gece bekletilir.

13000 rpm’de 15 dk 4°C’de santrifiij edilir.
Pellet %70 EtOH ile yikanir.

Pellet kurutulup uygun miktarda DEPC-H,O igerisinde ¢6ziiliir.

RNA %1 TAE agaroz jelde yiiriitiiliir.
3.2.2.5. ISH 1. Giin

a) Rehidrasyon

5’ oda sicakliginda %50 MeOH-PBT
5’ oda sicakliginda %25 MeOH-PBT

2 kere 5’ oda sicakliginda PBT de bekletilir.

b) Proteinaz K

Gerektiginde Preoteinaz K ile muamele edilir. (stok genelde 20 mg/mL)

1. Erken evreler i¢in Proteinaz K uygulamasi gerekli degil.
. Geg gastrula sathalar1 i¢in: 0-3 dk Sug / mL

. Erken somitogenesis sathalari: 5-10 dk S5pg / mL

. Erken somitogenesis sathalar1: 5 dk 10 pg / mL

2
3
4
5. 24- 36 hpf embriyolar: 15 dk 10 ug / mL

37
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6. 36 hpf embriyolar -72 hpf larvalar: 30 dk. 40pg / mL

7. 2 kere PBT de muameleyi durdurmak i¢in ¢alkalanir.

c) Refiksasyon

%4 liik PFA iceren PBS de oda sicakliginda 20 dk refikse edilir.
4 kere 5 dk oda sicakliginda PBT ile yikanir.

d) Prerehibridizasyon ve hibridizasyon

65°C de en az 2 saat Hyb tamponunda inkiibe edilir. Daha sonra 6nceden 1sitilmis
probla (70°C de en az 10 dk) 65°C de su banyosunda bekletilir. (DIG problari
genelde 1:50 — 1:200 oraninda kullanilir.)

3.2.2.6. ISH 2. Giin

a) Yikamalar

Yikama soliisyonlarinin mutlaka uygulamadan 6nce hibridizasyon sicakligina (65°C)

kadar 1sitilmas1 gerekmektedir. Ardindan agagidaki yikamalar yapilir.

1. 65°C de 20 dk Hyb tamponu

65 °C de 3 kere 20 dk 2X SSCT/%50 Formamid

65 °C de 2 kere 20 dk 2X SSCT

65 °C de 4 kere 30 dk 0,2X SSCT

Oda sicakliginda 2 kere 5 dk PBT ile yikama yapilir.

A I S

b) Bloke etme

%S5 normal kegi serumu + 10 mg/mL BSA/PBT’de bloke edilir.
Calkalayicida hafifce ¢alkalanarak 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir.
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c¢) Antikor

Bloke soliisyonunda 1:4000 oraninda seyreltilmis Anti-DIG AP Fab fragments
(Roche) da +4°C de gece boyunca inkiibe edilir.

3.2.2.7. ISH 3. Giin

a) Antikor uygulamasindan sonra yikama

Calkalayicida 2 kez 5 dk boyunca PBT de yikama yapilir.
Oda sicakliginda 3 saat boyunca 8-10 defa PBT yikamalarina devam edilir.

b) NTMT boyama tamponu

NTMT tamponu taze hazirlanmalidir. 3 kere 5 dk NTMT yikamas1 yapilir. Son

yikama esnasinda embriyolar 24 kuyucuklu plakalara aktarilir.

c¢) Boyama reaksiyonlar1

Embriyolar 1 gece boyunca oda sicakliginda karanlikta boyama soliisyonunda
bekletilir. Zaman zaman boyamanin gerceklesip gergeklesmedigi mikroskopla
gozlenir. 24 kuyucuklu plaka i¢in kuyu basina 0,75 mL boyama soliisyonu olacak
sekilde hesaplama yapilir.

d) Reaksiyonu durdurma

2 kere PBT soliisyonunda dokular calkalanir. %90°lik EtOH ile yikama yapilarak
arka plan temizlenir. Bu yikama NBT/BCIP presipitasyonlarini yok eder. Bu
asamada dikkatli olunmali ve yeniden boyanma zaman zaman gozlenmelidir. Mor
rengin maviye doniistiigii goriiliir. Yeniden boyamadan sonra birka¢ kez PBT
yikamasi yapilir. 10 dk oda sicakliginda %4°liilk PFA/PBS ile fiske edilir. Ornekler
PBT’de saklanabilir. Goriintiilemek icin agaroz, metil selilloz ya da gliserole

gomiilebilir.
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3.2.3. Akridin turuncusu boyamasi

Zebra balig1 embriyolar1 dekoryonize edilir ve akvaryum suyunun i¢ine alinir. Daha
sonra akridin turuncusu boyast (Sigma) 5 pg akridin turuncusu/mL akvaryum suyu
olacak sekilde embriyo ortamina koyulup homojen bir sekilde karigmasi saglanir.
Embriyolar boya igerisinde 30 dk boyunca bekletilir. Boyamadan sonra embriyolar
%4’lik 3-amino benzoik asit metilester igerisinde anestezi edilir ve apoptotik

hiicreler florasan mikroskop ile fotograflanir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Zebra Bahiginda Gelisim Evreleri ve Stereo Mikroskop Bulgular:

4.1.1. Kontrol grubu

Doéllenmis yumurtalar stereo mikroskop altinda seffaf goriiniirken, ddllenmemis
yumurtalar opak bir goriinlime sahipti (Sekil 4.1a). Ddllenmis zebra baligi
embriyolarinda koryon kolaylikla secilebiliyordu. Zebra baligi embriyolarinda
dollenmeden sonra ilk yarim saat igerisinde blastodisk olusum gozlendi. (Sekil 4.1b)
IIk boliinme dollenmeden sonra 45. dakikada izlendi. ilk béliinmeden sonra
blastomerlerin 15 dakikada bir béliindiigii gozlendi. (Sekil 4.2a, b). Ik béliinme
animal kutuptan vejetal kutup diizleminde gerceklesti. Dollenmeden 1 saat sonra
gerceklesen 2. boliinme bu boliinme diizlemine dik olarak izlendi. Déllenmeden 1

saat sonra 4 blastomer olustu (Sekil 4.3)

Sekil 4.1. Dollenmis ve dollenmemis zebra baligi yumurtast a) Dollenmemis zebra baligi yumurtast b)

Dollenmis zebra baligi yumurtast
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Sekil 4.2. Zebra balig1 embriyosunda a) (0. saat) b) 2 blastomerli evre

Sekil 4.3. Zebra balig1 embriyosunda 4 blastomerli evre ve 8 blastomerli evre

Dollenmeden 1 saat 15 dakika sonra zebra baligi embriyosu tekrar animal vejetal
kutup diizleminde boliindigi ve 8 blastomer olustugu goézlendi (Sekil 4.3).
Embriyolar bu sekilde segmentasyon asamasi boyunca boliinmelerine devam ederek
32 ve 64 blastomerli evreye ulastilar. Blastomerler bu sekilde boliinmelerine devam

ettiler (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)
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Sekil 4.4. Zebra balig1 embriyosu a) 32 blastomerli evre b) 64 blastomerli evre

Sekil 4.5. Zebra balig1 blastulasi

Segmentasyon asamalarindan sonra gastrulasyonun epiboli seklinde gerceklestigi

gozlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Zebra balig1 embriyosunda gastrulasyon; a) %30 epiboli, b) %70 epiboli ¢c) %80 epiboli

Gelisimin 1. glinlinde somit olusumunun tamamlandig1, bas ve kuyruk boélgelerinin

olustugu gdzlendi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8)

Doéllenmeden sonra 2. giinde pigmentasyon olusumu goézlendi. Embriyonun kalp

atislart stereo mikroskop altinda izlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. 18 saatlik zebra baligi embriyosu a) Dekoryonize edilmemis embriyo; b: bag bolgesi s:
somitler, k: kuyruk, ko: koryon v: vitelliis

Sekil 4.8. Zebra balig1 embriyosu. a) 24 saatlik b) Bouin ile fikse edilip dekoryonize edilmis 24 saatlik
embriyo; b: bas bolgesi, k: kuyruk, v: vitelliis
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Sekil 4.9. 2 giinliik zebra baligi embriyosu

Gelisimin 3. giiniinde zebra balig1 embriyolarinin koryondan ¢iktig1 gozlendi (Sekil

4.10)

Sekil 4.10. 3 giinliik zebra balig1 embriyosunun koryondan ¢ikist

Zebra balig1 larvalar1 7. giine kadar vitellus kesesinden beslenirken, 7. giin itibari ile
larvalarda agiz olusumu gozlendi ve larvalar agiz yolu ile beslenmeye basladilar

(Sekil 4.11).

4.1.2. Coziicii kontrol grubu

Morfolojik agidan incelendiginde gelisim siirecinde kontrol ve ¢dziicii kontrol

gruplart arasinda fark gozlenmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. a) 6 giinliik zebra balig1 prelarvasi b) 8 giinliik zebra balig1 post larvasi

Sekil 4.12. Coziicii kontrol grubu, a) 1 giinlik embriyo (Bouin ile fiske edilip fotograflanmistir) b) 2
giinliik embriyo (Bouin ile fiske edilip fotograflanmistir) c) 3 giinliik embriyo (Bouin ile fiske edilip
fotograflanmigtir) d) 6 giinliik prelarva
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4.1.3. 4 mg/L. BPA uygulamasi yapilmis grup

Kontrol gruplart gelisimlerini normal bir sekilde siirdiirirken 4 mg/L BPA
uygulamasi yapilan gruptaki embriyo ve larvalar ancak 13 giin boyunca yasadi. 4
mg/L. BPA uygulamasi yapilmis zebra balig1 embriyolar1 kontrol ve ¢oziicli kontrol
gruplart ile karsilastirildiginda gelisimin 1. giiniinde bas ve kuyruk olusumunda
gecikmeler (Sekil 4.13 a), 2. gilinlinde pigmentasyon olusumunda gecikmeler goriildii
(Sekil 4.13 b). Ayn1 zamanda bu embriyolarin koryondan ¢ikis zamanlarinda da
gecikmeler goriildi (Sekil 4.13 c¢). Bazi embriyolarin gelisimin 5.ve 6. giinlerinde
koryondan ¢ikabildikleri tespit edildi. Bunun yaninda bir¢ok larvada anormal kuyruk
olusumlar1 gozlendi (Sekil 4.13 d). Buna paralel olarak kuyruk seklinde kivrilmalar
oldugu i¢in larvalarin sirkiiler sekilde yiizdiikleri tespit edildi. Pek ¢ok larvada kalp
cevresinde 0dem olusumlar1 ve kan birikimi gorildii (Sekil 4.13 g). Bu 6dem
olusumu sonucunda larvalarin yiizerken dengelerini saglayamadiklari ve bir yana

yatik sekilde ylizebildikleri tespit edildi (Sekil 4.13 e, £, g).

Sekil 4.13. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyo ve larvalari a) Bouin ile fikse edilip
fotograflanmig 24 saatlik zebra baligi embriyosu, bas ve kuyruk olusumunda gecikme. b) Bouin ile
fikse edilip fotograflanmig 2 giinliik zebra balig1 embriyosu, bas ve kuyruk olusumunda gecikme. c)
Bouin ile fikse edilip fotograflanmis 3 giinliik zebra balig1 embriyosu, koryondan ¢ikmada gecikme d)
5 gilinlik zebra balig1 prelarvasi, kuyrukta olusan deformasyonlardan (ok ile gdsterilmistir) dolay1
sirkiiler hareketle yiiziis e) 5 giinlik zebra balig1 prelarvasi, kalp ¢evresinde olusan 6demden (ok ile
gosterilmistir) dolay1 denge kaybinin olusumu ve yan yiiziis f) 6 giinliik zebra balig1 prelarvasi, yiizme
kesesi ¢evresinde yogun ddem olusumu (ok ile gosterilmistir) g) 8 giinliik zebra balig: larvasi yiizme

kesesi ¢evresinde agir ddem olusumu ve kan birikimi (ok ile gosterilmistir)
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Sekil 4.13. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyo ve larvalar (Seklin devami)

4.1.4. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis grup

Kontrol gruplart gelisimlerini normal bir sekilde stirdiiritken 8 mg/L BPA
uygulamasi yapilan gruptaki embriyo ve larvalar ancak 8 giin boyunca yasadi. 8 mg/L

BPA uygulamasi yapilmis grupta da 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis
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embriyolardaki etkiler biraz daha belirgin sekilde gozlendi. Bu gruptaki embriyolar, 4
mg/L BPA uygulamasi yapilmis gruptaki embriyolara gore daha az yasayabildi ve
olusan morfolojik anormallikler 4 mg/L BPA grubundaki embriyolara gore daha fazla
gozlendi. Gelisimin ilk iki giiniinde gelisim gerilikleri goriildii. Ozellikle gelisimin ilk
giiniinde bag ve kuyruk bolgeleri gelismemis embriyolara rastlandi (Sekil 4.14 a, b)
Bu grupta da 4 mg/LL BPA grubunda oldugu gibi pigmentasyon olusumunda (Sekil
4.14 c) ve koryondan c¢ikis zamaninda gecikmeler izlendi. 3-4 giinliik prelarvalarda
pigment olusmadig1 ve bu siire¢ igerisinde koryondan ¢ikamadiklart gdzlendi (Sekil
4.14 c, d). Buna ek olarak bu gruptaki larvalarda kuyrukta anormal gelisimler (Sekil
4.14 e, g, h) ve kalp cevresinde 4 mg/L. BPA grubuna goére daha biiyiik oranda 6dem
olusumlar1 (Sekil 4.14 f,g,h) izlendi. Buna ek olarak, kuyrukta olusan sekil
bozukluklarindan dolay: sirkiiler ylizme sekilleri, yine olugan biiyiik 6demden dolay1

denge bozukluklar1 ve bir yana yatarak ylizme sekilleri goriildii (Sekil 4.14 e, £, g, h).

Sekil 4.14. 8 mg/L BPA uygulamas1 yapilmis zebra balig1 embriyo ve larvalari a) Bouin ile fikse edilip
fotograflanmig 24 saatlik zebra baligi embriyosu, bas ve kuyruk olusumunda gecikme. b) Bouin ile
fikse edilip fotograflanmis 2 giinliik zebra baligi embriyosu, gelisim geriligi ve pigmentasyon
olusumunda gecikme. c¢) Bouin ile fikse edilip fotograflanmis 3 giinliik zebra baligi embriyosu,
pigmentasyon olusumunda ve koryondan ¢ikmada gecikme, kalp ¢evresinde 6dem olusumu (ok ile
gosterilmistir) d) Bouin ile fikse edilip fotograflanmis 4 giinliik zebra balig1 prelarvasi, kalp ¢evresinde
6dem olusumu (ok ile gosterilmistir) e) 5 giinliik zebra balig1 prelarvasi, kuyrukta bikiilmeler (ok ile
gosterilmistir) f) 5 giinliik zebra balig1 prelarvasi, kalp ¢evresinde olusan 6dem (ok ile gosterilmistir)
g) 6 gilinliik zebra balig1 prelarvasi, kalp ¢evresinde olusan 6dem (ok ile gdsterilmistir h) 7 giinliik
zebra balig1 prelarvasi, kalp ¢evresinde olugan 6dem (ok ile gosterilmistir)ve kuyrukta biikiilme (ok ile

gosterilmistir)
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Sekil 4.14. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyo ve larvalar (Seklin devami)

4.2. Akridin Turuncusu Boyama Bulgular:

24 saatlik zebra baligr embriyolari dekoryonize edildikten sonra vital boya olan
akridin turuncusu ile boyandiktan sonra embriyolar anestezi edilerek apoptotik
hiicreler floresan mikroskop ile tespit edilerek fotograflandi. Akridin turuncusu

boyamasi sonucunda PGH go¢ yolu goz 6niine alinarak sonuglar degerlendirildiginde
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kontrol gruplar1 ile BPA uygulamasi yapilmis embriyolarin arasinda apoptotik hiicre

artis1 bakimindan bir fark goriilmedi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Akridin turuncusu boyamasi yapilmis 24 saatlik zebra balig1 embriyolari a) Kontrol grubu,

b) Coziicii kontrol grubu, c) 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis grup d) 8 mg/L BPA uygulamasi
yapilmis grup

4.3. Whole Mount In Situ Hibridizasyon Bulgulari

Kontrol ve BPA uygulamasi yapilmis deney gruplarinda primordiyal germ
hiicrelerinin konumlarin1 belirlemek i¢in vasa genine ait digoksigenin ile isaretlenmis
antisense RNA probu (Sekil 4.16) kullanilarak whole mount in situ hibridizasyon
uygulamasi yapildi. Primordiyal germ hiicre gocilinde ilk 24 saat biiyiik bir 6nem

tasidigindan bu yontem 24 saatlik zebra balig1 embriyolarinda uygulandi.
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Sekil 4.16. vasa genine ait RNA’nin elektroforetik goriintiisii

Whole mount in situ hibridizasyon sonucunda spesifik olarak isaretlenmis olan
primordiyal germ hiicrelerinin konumlar1 stereo mikroskop ile gozlendi, sayildi ve
fotograflandi. Kontrol grubu ile deney gruplart karsilastirildiginda primordiyal germ
hiicre sayisinda bir artis oldugu gorildii (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18). Buna ek olarak
embriyolarda primordiyal germ hiicrelerinin normalde bulunmasi gereken bdlgenin
disinda da PGH varligina rastlandi ve bunlar “ektopik hiicre” ler olarak
degerlendirildi. Coziicii kontrol grubunda kontrol grubuna goére ektopik hiicrelerin
arttig1 tespit edildi. Deney gruplarinda yine kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarina

nazaran ektopik hiicre artisinda bir artis goriildii. (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18)

Vasa-pozitif Hiicre Sayimi

Onormal
T T

T o |7 . Jr
o T -
i B

Ortalama Vasa-positif Hiicre Sayisi

—I—l

Kontrol %1 DMSO 4 mg/L 8 mg/L

Sekil 4.17. 24 saatlik zebra balig1 embriyosunda vasa-pozitif (primordiyal germ hiicre) hiicre sayim
grafigi. Sar1 slitunlar normal bir sekilde dogru bdlgeye go¢ edebilmis primordiyal germ hiicre sayisini,

mor siitunlar ise ektopik bolgelerdeki primordiyal germ hiicre sayisini temsil etmektedir.



Sekil 4.18. Whole mount in situ hibridizasyon ile belirlenmis primordiyal germ hiicreleri; a) kontrol
grubu, b) ¢dziicii kontrol grubu (%1 DMSO), ¢) 4mg/L BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi
embriyosu, d) 8mg/L BPA uygulamasi yapilnug zebra baligi embriyosu

54
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Kontrol grubu ve BPA uygulamasi yapilmis olan gruplardaki primordiyal germ
hiicreleri T testi yapilarak istatistiki agidan degerlendirildi. Toplam PGH (dogru
bolgeye go¢ eden PGH + ektopik PGH) frekansina bakildiginda %1’lik DMSO
uygulamasinin kontrol grubuna gore PGH sayisini arttirdigt  gozlendi. BPA
uygulamasi yapilmis deney gruplarinda ise kontrol gruplarina gore PGH sayisi

bakimindan anlamli bir sekilde artis oldugu goriildii (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyolarindaki toplam PGH frekansi

Ortalama * Standart Hata
Kontrol 4,43+0,94 *a
DMSO 9,00+ 1,45 *b
4 mg/LBPA 13,50 + 0,81 *c
8 mg/L BPA 13,71 + 0,98 *c

* Farkl1 harfle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark vardir. (p<0,05)

Dogru bolgeye goc eden primordiyal germ hiicre frekansi incelendiginde kontrol
grubu ile ¢oziicli kontrol grubu arasinda PGH sayisi bakimindan anlamli bir fark
goriilmezken, kontrol grubu ile BPA uygulamasi yapilmis gruplar arasinda PGH
say1s1 bakimindan anlamli bir fark vardi. 4 mg/LL BPA ve 8 mg/LL BPA uygulamasi
yapilmis zebra baligi embriyolarinda dogru boélgeye go¢ etmis olan PGH sayisinda
anlamli bir artis bulundu. PGH sayist artis1 ¢oziicii kontrol ile doz gruplar

karsilastirildiginda anlamli degildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. BPA uygulamas: yapilmis zebra baligi embriyolarinda dogru bolgeye go¢ eden PGH

frekansi

Ortalama * Standart Hata
Kontrol 7,57+ 0,65 *a
DMSO 11,29+ 2,22 *a3,b
4 mg/L BPA 12,57 £ 1,25 *b
8 mg/L BPA 13,71+ 0,99 *b

* Farkli harfle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark vardir. (p<0,05)

Ektopik bolgelerdeki primordiyal germ hiicre frekansi incelendiginde, kontrol grubu
ile ¢oziicli kontrol ve BPA uygulamasi yapilmis gruplar arasinda PGH sayisi

bakimindan anlamli bir artig bulundu. BPA uygulamasi sonucunda zebra balig
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embriyolarinda primordiyal germ hiicrelerinin bir kismi gonadal bolgeye gog

edememis sekilde ektopik bolgelerde gozlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyolarinda ektopik bolgelerdeki PGH frekansi

Ortalama * Standart Hata
Kontrol 1,29+ 0,29 *a
DMSO 6,71+ 1,57 *b
4 mg/L BPA 14,43 + 1,00 *c
8 mg/L BPA 13,71+ 1,77 *c

* Farkli harfle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark vardir. (p<0,05)

Ozetle BPA uygulamas1 yapilmis olan zebra baligi embriyolarindaki ektopik ve
toplam PGH frekans1 karsilastirildiginda kontrol grubu ile ¢éziicii kontrol ve BPA
uygulamasi yapilmis gruplar arasinda anlamli bir fark vardi. Coziici kontrolde
kontrol grubuna gore bir artis gozlendi. Yine ¢oziicli kontrol ile BPA uygulamasi

yapilmis gruplar arasinda anlamli bir fark vardi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. BPA uygulamasi yapilmis zebra balig1 embriyolarinda ektopik ve toplam PGH frekansi
BPA UYGULAMALARINDA EKTOPIK VE TOPLAM PGH FREKANSI

Toplam PGH . Ektopik PGH
sa\l;)m Ektopik PGH Sayisi *1007Top|am PGH +
Kontrol 62 9 14,52 a
DMSO 126 47 37,30 b
4 mg/L BPA (189 101 53,44 o
8 mg/L BPA | 192 96 50,00 o
+ Farkl1 harfle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark vardar.
Kontrol- DMSO p<0,01
Kontrol- 4mg/L. BPA ve 8 mg/L BPA p<0,001
DMSO- 4 mg/L BPA p<0,01
DMSO- 8mg/L BPA p<0,05

4.4. Histolojik Bulgular (Isik Mikroskobu Bulgular)

Calismamizda zebra baligindaki primordiyal germ hiicreleri 15 giin boyunca
morfolojik ve histolojik yontemlerle incelendi. Bu hiicreler, ilk olarak segmentasyon
asamasinda tanimlandi. Primordiyal germ hiicrelerinin somatik hiicrelere gore daha

biiylik olusu, iri ¢ekirdek yapisina sahip olmalar1 ve glikojen graniilleri icerdigi i¢in
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H&E, Toluidine Blue ve Best Carmin gibi boyalarla spesifik olarak boyanisi

primordiyal germ hiicrelerinin taninmasini kolaylastirdi.
4.4.1. Kontol grubu histolojik bulgular
Gelisimin 1. gliniinde primordiyal germ hiicreleri vitelliis sinirinin anterior kisminda

bilateral siralar halinde Best Carmin boyamasi yapilarak gozlendi (Sekil 4.19).

Primordiyal germ hiicrelerinin somatik hiicrelere gore biiyiik olduklar: tespit edildi.

Sekil 4.19. 1 giinliik zebra balig1 embriyosunun Sum lik kesiti, sh: somatik hiicre, PGH: primordiyal

germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi. Best Carmin boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Gelisimin 2. giinlinde primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesi siirinda gozlendi.
Yapilan Toluidine Blue ve Best Carmin boyamalari sonucunda primordiyal germ
hiicreleri 151k mikroskobu altinda, iri niikleuslar1 ve graniillii yapilar1 sayesinde diger

hiicrelerden ayirt edildi (Sekil 4.20). Hiicreler oval bir sekle sahipti.

Dollenmeden sonra 3. gilinde koryondan ¢ikmis olan zebra baligi prelarvalarinda
Toluidine Blue boyamasi yapildi. Toluidine Blue yontemine olumlu (pozitif) yanit
veren primordiyal germ hiicreleri biiyiikk niikleuslar1 ve graniillii sitoplazmalar ile
somatik hiicrelerden rahat bir sekilde ayrilabiliyordu. Primordiyal germ hiicreleri

vitelliis kesesinin dorsalinde gozlendi (Sekil 4.21).
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Gelisimin 4. giinlinde primordiyal germ hiicreleri somitler ile viicut boslugu arasinda
kalan bolgede gozlendi. Primordiyal germ hiicreleri, yapilan Toluidine Blue boyamasi
sonucunda graniillii yapilar1 sayesinde belirgin olarak secildi. 4. giin itibariyle
primordiyal germ hiicrelerinin sekillerinin ovalden ig sekline doniistiigli gozlendi

(Sekil 4.22).

Sekil 4.20. 2 giinliik zebra balig1 embriyosu, PGH: primordiyal germ hiicreleri, vk: vitellus kesesi. Best
Carmin boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Sekil 4.21. 3 giinliik zebra balig1 prelarvasinda vitellus kesesinin iist bolgesinde gozlenen primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre, vk: vitellus kesesi. Toluidine Blue

boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100)
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Sekil 4.22. 4 giinliik zebra balig1 prelarvasi, PGH: primordiyal germ hiicreleri, s: somitler, k: kas
tabakasi. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Gelisimin 5. giiniinde, primordiyal germ hiicreleri kas tabakasinin alt tarafinda
gozlendi. Yapilan Toluidine Blue boyamasi sonucunda primordiyal germ hiicrelerinin
diger hiicrelerden daha farkli bir sekilde boyandigi gozlendi (Sekil 4.23). Primordiyal
germ hiicrelerindeki nuage materyalleri 151k mikroskobu altinda izlendi. Primordiyal
germ hiicreleri go¢ yolu tlizerinde ameboid hareketlerle tek tek goc ettigi tespit edildi
(Sekil 4.24). Katyonik yapidaki Toluidine Blue boyasinin primordial germ
hiicrelerindeki elektronca yogun nuage materyallerini spesifik olarak boyadig

ooriildii (Sekil 4.25).

Gelisimin 7. giiniinde yapilan Toluidine Blue boyamasi sonucunda primordiyal germ
hiicreleri biiyiik niikleuslart ve nuage materyalleri sayesinde somatik hiicrelerden
kolayca ayirt edildi (Sekil 4.26). Zebra baligi prelarvalarindan alinan kesitlerde
primordiyal germ hiicreleri viicut boslugu ile kas tabakasi arasindaki bolgede

gozlendi (Sekil 4.27).

Gelisimin 9. giinlinde primordiyal germ hiicreleri, kas tabakasimin alt bolgelerinde
(Sekil 4.28) ve viicut boslugu yakinlarinda (Sekil 4. 29) tespit edildi. Go¢ etmekte
olan primordiyal germ hiicrelerinin ig seklini aldig1 ve ameboid hareketlerle gog ettigi

gozlendi.
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Sekil 4.23. 5 giinliik zebra balig1 prelarvasinda gog yolu iizerinde gézlenen primordiyal germ hiicreleri,

4

PGH: primordiyal germ hiicreleri. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Sekil 4.24. 5 giinlilk zebra balig1 prelarvasinda kas tabakasinin altinda gbzlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicreleri, sh: somatik hiicre. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik

mikroskobu (x100).
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Sekil 4.25. 5 giinliik zebra balig1 prelarvasinda kas tabakasinin altinda gozlenen primordiyal germ

hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicreleri. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Sekil 4.26. 7 giinliik zebra balig1 prelarvasinda kas tabakasinin altinda gozlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicreleri, k: kas tabakasi. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik

mikroskobu (x100).
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Sekil 4.27. 7 giinliik zebra balig1 prelarvasinda viicut boslugunun dorsalinde gézlenen primordiyal
germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu, k: kas tabakasi. Toluidine Blue

boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

Sekil 4.28. 9 giinliik zebra balig1 larvasinda kas tabakasinin alt bolgesinde gozlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu, k: kas tabakasi. Toluidine Blue boyama

yontemi. Isik mikroskobu (x100).
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Sekil 4.29. 9 giinliik zebra baligi larvasinda viicut boslugu yakininda gdzlenen primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre. Toluidine Blue boyama yontemi. Isik

mikroskobu (x100).

Gelisimin 10. giinlinde primordiyal germ hiicreleri, somitler ile viicut boslugu
arasinda kalan bolgede gozlendi (Sekil 4.30). Yapilan H&E boyamasi sonucunda
icerdikleri glikojen taneleri sayesinde hiicrelerin pozitif bir reaksiyon verdigi goriildii
(Sekil 4.31). Iri niikleuslar1 ve biiyiik hiicre boyutlar1 sayesinde primordiyal germ

hiicreleri somatik hiicrelerden belirgin bir sekilde ayrit edildi.

Gelisimin 13. giiniinde primordiyal germ hiicrelerinin viicut boglugu yakinlarinda
ameboid harekatlerle gog ettigi goriildii. Primordiyal germ hiicrelerinin ig seklinde

oldugu tespit edildi (Sekil 4.32).

Gelisimin 15. glinlinde primordiyal germ hiicreleri, gonad taslaklarinin yakinlarinda
gozlendiler (Sekil 4.33). H&E boyamasinin yapilmasi sonucunda primordiyal germ
hiicrelerinin igerdikleri eozinofilik graniiller sayesinde diger hiicrelerden farkli bir

sekilde boyandiklar1 goriildii (Sekil 4.34).
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Sekil 4.30. 10 giinliik zebra balig1 larvasinda somitler ile viicut boslugu arasinda gozlenen primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somitler. H&E boyama ydntemi. Isik mikroskobu

(x100).
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Sekil 4.31. 10 giinliik zebra balig1 larvasinda somitler ile viicut boslugu arasinda gozlenen primordiyal
germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somitler. H&E boyama yontemi. Isik mikroskobu

(x100).
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Sekil 4.32. 13 giinliik zebra balig1 larvasinda viicut boslugu yakinlarinda gé¢ etmekte olan primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre, Best Carmin boyama yontemi. Igik

mikroskobu (x100).

Sekil 4.33. 15 giinliik zebra balig1 larvasinda gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte olan primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu, H&E boyama yontemi. Isik
mikroskobu (x40).



66

Sekil 4.34. 15 giinliik zebra balig1 larvasinda gonad taslaklarina dogru go¢ etmekte olan primordiyal
germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, H&E boyama yontemi. Isik mikroskobu (x100).

4.4.2. Coziicii kontrol grubunun histolojik bulgular:

%1 oraninda DMSO uygulanan zebra balig1 embriyolarindan gelisimin 2. giiniinde
alman kesitlerde Toluidine Blue boyamasi yapildi. Yapilan Toluidine Blue
boyamasinda primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesinin dorsal smirinda tespit
edildi. Primordiyal germ hiicrelerinin Toluidine Blue boyasina olumlu tepki
verdikleri goriildii. Katyonik bir boya olan Toluidine Blue boyasinin primordiyal
germ hiicrelerindeki elektronca yogun materyalleri spesifik olarak boyadigi tespit

edildi (Sekil 4.35).

%1 oraninda DMSO uygulanan zebra balig1 prelarvalarindan gelisimin 6. giiniinde
alman kesitlerde primordiyal germ hiicreleri somitler ile kas tabakasi arasinda kalan
bolgede tespit edildi. Bu bolgede primordiyal germ hiicreleri grup halinde izlendi
(Sekil 4.36.). Yapilan Toluidine Blue boyamasit sonucunda nuage materyali iceren ig
seklindeki primordiyal germ hiicreleri 151k mikroskobu ile rahat bir sekilde gozlendi
(Sekil 4.37).
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Sekil 4.35. %1 oraninda DMSO uygulamasi yapilmis 2 giinliilk zebra baligi embriyosu, PGH:

primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi. Toluidine Blue boyamasi, (x100).

Sekil 4.36. %1 oraninda DMSO uygulamasi yapilmig 6 giinlik zebra baligi prelarvasi, PGH:

primordiyal germ hiicresi, s: somitler, k: kas tabakasi. Toluidine Blue boyamas, (x100).
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Sekil 4.37. %1 oraninda DMSO uygulamasi yapilmis 6 giinliikk zebra baligi prelarvasi, PGH:

primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre. Toluidine Blue boyamasi, (x100).

%1 oraninda DMSO uygulamasi yapilan 7 giinliik zebra balig1 prelarvalarindan alinan
kesitlerde viicut boslugunun anterior kismi ile viicut boslugunun dorsal kisminda
somitlere smir olan bolgede gozlendi. Yapilan Best Carmin boyamasi sonucunda
primordiyal germ hiicrelerinin icerdikleri glikojen taneleri sayesinde diger
hiicrelerden farkli boyandiklar1 gozlendi. Primordiyal germ hiicreleri hem biiyiik
hiicre hacimleriyle hem de Best Carmin boyasiyla olumlu bir sekilde boyanmalartyla
somatik hiicrelerden belirgin bir sekilde ayirt edildi (Sekil 4.38). Bunun haricinde 7
giinliik zebra balig1 prelarvalarinda ektopik bolgelerde de primordiyal germ hiicreleri
gozlendi. Go¢ yolu disindaki primordiyal germ hiicrelerinden bazilar1 solungag
taslaklarinin bulundugu bolgede tespit edilirken (Sekil 4.39), digerleri ise goz
cevresinde izlenmistir (Sekil 4.40) Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ¢oziicii
kontrol grubunda gelisimin 7. giiniinde primordiyal germ hiicre sayisinda artig oldugu

goriildii.

%1 DMSO uygulamasi yapilmis 9 giinliik zebra balig1 larvalarinda primordiyal germ
hiicreleri somitler ile viicut boslugunun sinir olusturdugu bolgede (Sekil 4.41 ve Sekil
4.42) ve barsak taslaklarinin bulundugu bolgede tespit edildi (Sekil 4.43). Primordiyal

germ hiicrelerinin Best Carmin boyamasina olumlu bir tepki vererek somatik
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hiicrelerden farkli olarak boyandiklari gozlendi. Yapilan Best Carmin boyamasi
sonucunda primordiyal germ hiicreleri iri hiicre boyutlar1 ve icerdikleri glikojen

taneleri sayesinde kolaylikla 151k mikroskobu ile gdzlenebiliyordu (Sekil 4.43).

Sekil 4.38. %1 DMSO uygulamast yapilmig 7 giinliik zebra balig1 prelarvasinda gog¢ yolu tlizerindeki

primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi. Best Carmin boyama yontemi, (x100).

Sekil 4.39. %1 DMSO uygulamasi yapilmig 7 giinlik zebra balig1 prelarvalarinda solungag
taslaklarinin bulundugu bdlgede tespit edilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ

hiicresi, sh: somatik hiicre. Best Carmin boyama yontemi, (x100).
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Sekil 4.40. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 7 giinlik zebra baligi prelarvalarinda géz ¢evresinde
goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, g: gbz. Best Carmin boyama

yontemi, (x100)

Sekil 4.41. %1 DMSO uygulamas1 yapilmis 9 giinliik zebra balig1 larvasinda somitler ile viicut boslugu
arasinda gozlenen primordial germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somitler, vb: viicut

boslugu. Best Carmin boyamasi, (x100)
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Sekil 4.42. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 9 giinliik zebra balig1 larvasinda viicut boglugu kenarinda
gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu. Best Carmin

boyama yontemi, (x100).

Sekil 4.43. %1 DMSO uygulamas1 yapilmis 9 giinliik zebra balig1 larvasinda barsak taslaklarinda
gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi. Best Carmin boyama yontemi,

(x100)

%1 oraninda DMSO uygulamas: yapilmis 10 giinliik zebra baligi larvalarinda

primordiyal germ hiicreleri viicut boslugunun siirinda gozlendi (Sekil 4.44 ve Sekil
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4.45). Primordiyal germ hiicrelerinin Toluidine Blue boyasina olumlu bir cevap verip
diger hiicrelerden farkli bir sekilde boyandig: tespit edildi (Sekil 4.45). Geligimin 10.
giiniinde kontrol grubundan farkli olarak ektopik bolgelerde de primordiyal germ
hiicreleri izlendi. Solungag¢ taslaklarinin bulundugu bolgede (Sekil 4.46) ve goz

cevresinde (Sekil 4.47) primordiyal germ hiicrelerinin varligi tespit edildi.

%1 DMSO uygulamasi yapilmig 11 giinliik zebra baligi larvalarinda gonad
taslaklarina dogru go¢ etmekte olan primordiyal germ hiicreleri yapilan Best Carmin
boyamasi sonucunda 151k mikroskobu ile tespit edildi (Sekil 4.48). Bunun haricinde
ektopik bolgelerde de primordiyal germ hiicre varlifina rastlandi. 7. ve 10. giine
benzer sekilde solungag taslaklarinda (Sekil 4.49) ve goz ¢evresinde (Sekil 4.50) go¢
yolundan sapmis olan primordiyal germ hiicreleri tespit edildi. %1 oraninda DMSO

uygulamasinin gé¢ yolunda degisikliklere sebep oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.44. %1 DMSO uygulamasi yapilmig 10 giinliilk zebra baligi larvasinda primordiyal germ
hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu, k: kas tabakasi. Toluidine Blue boyama

yontemi, (x100).
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Sekil 4.45. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 10 giinlik zebra baligi larvasinda viicut boslugu
gevresinde bulunan primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu, sh:

somatik hiicre. Toluidine Blue boyama yontemi, (x100).

Sekil 4.46. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 10 giinliik zebra baligi larvasinda solungag taslaklarinin
bulundugu bolgede goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik

hiicre. Toluidine Blue boyama yontemi, (x100).
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Sekil 4.47. %1 DMSO uygulamas: yapilmig 10 giinlik zebra baligi larvasinda géz g¢evresindeki
primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre, g: goz. Toluidine Blue

boyama yontemi, (x100).

Sekil 4.48. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 11 giinliik zebra balig1 larvada gonad taslaklarina gé¢ eden
primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu. Best Carmin boyama

yontemi, (x100)
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Sekil 4.49. %1 DMSO uygulamasi yapilmig 11 giinlik zebra baligi larvalarinda solungag
taslaklarindaki primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi. Best Carmin boyama

yontemi, (x100)

Sekil 4.50. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 11 giinlik zebra balig: larvalarinda goz ¢evresinde
bulunan primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, g: goz. Best Carmin boyama

yontemi, (x100).

%1 DMSO uygulamasi yapilmis 14 giinliik zebra baligi larvalarinda primordiyal

germ hiicreleri gonad taslaklarimin yakinlarinda gozlendi. Primordiyal germ
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hiicrelerinin yapilan H&E boyasi ile olumlu bir tepki vererek boyandigir goriildii.
Primordiyal germ hiicreleri, graniilli yapilar1 sayesinde somatik hiicrelerden

kolaylikla ayirt edilebiliyordu (Sekil 4.51).

Sekil 4.51. %1 DMSO uygulamasi yapilmis 14 giinliik zebra balig: larvalarinda bulunan primordiyal
germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu. H&E boyama yontemi, (x40).

4.4.3. 4 mg/L. BPA grubunun histolojik bulgular:

Embriyonik ve larval donemde BPA uygulamasina maruz kalan zebra baligi
embriyolarinin bir kisminin gelisimlerini tamamlayamadiklar1 goriildii. 4 mg/L BPA
uygulanan gruptaki embriyo ve larvalarin en ¢ok 13. giine kadar yasamin
siirdiirdiikleri dolayisiyla BPA uygulamasinin larva gelisimini etkiledigi izlendi. Bu
gruptaki embriyo ve larvalarda agir kalp cevresinde ve vitellus kesesinde ddem
olusumlari, pigmentasyon olusumunda ve koryondan ¢ikma siiresinde gecikmeler ve
kuyruk yapisinda bozukluklar tanimlandi. Gelisimin 2. giiniinden itibaren yiiksek

oranda 0liim goriildii. Embriyolardan yaklagik %25°1 yagsamaya devam etti.

Gelisimin 2. giinlinde, somatik hiicrelerden belirgin 6zellikleri ile ayirt edilebilen
primordiyal germ hiicreleri go¢ yolu iizerinde, vitelliis kesesinin dorsalinde Best
Carmin ve H&E boyamalar1 sonucunda gozlendi (Sekil 4.52 - Sekil 4.53 ve Sekil
4.54). PGH morfolojisinde bir anomali goézlenmedi. Primordiyal germ hiicre

sayisinda herhangi bir azalma gozlenmedi. Primordiyal germ hiicreleri somatik
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hiicrelerden yapisal 6zellikleri nedeniyle ayirt edilebiliyordu (Sekil 4.53). Primordiyal
germ hiicrelerinde nuage materyalleri belirgin bir sekilde gozlenebiliyordu (Sekil

4.54).

Sekil 4.52. 4 mg/L BPA uygulanmis 2 giinliik zebra baligi embriyosunun 5 um’lik kesiti, vitelliis
keseinin dorsalinde gdzlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicreleri, vk:

vitelliis kesesi. H&E boyama. Isik mikroskobu (x100)
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Sekil 4.53. 4 mg/L BPA uygulanmis 2 giinliik zebra baligi embriyosunun 5 um’lik kesiti, vitelliis
keseinin dorsalinde gozlenen ve belirgin nuage materyaline sahip olan primordiyal germ hiicreleri,

PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi. H&E boyama. Isik mikroskobu (x100)

Sekil 4.54. 4 mg/L BPA uygulanmis 2 giinliik zebra baligi embriyosunun 5 um’lik kesiti, vitelliis
keseinin dorsalinde gozlenen ve belirgin nuage materyaline sahip olan primordiyal germ hiicreleri,

PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi. Best Carmin boyama. Isik mikroskobu (x100)

Gelisimin 3. giiniinde, primordiyal germ hiicreleri, vitelliis kesesi ile somitler arasinda
gdzlendi. Primordiyal germ hiicre histolojisinde bir degisim goriilmedi, herhangi bir
dejenerasyon yoktu. Primordiyal germ hiicrelerindeki bulutsu yap1 belirgindi (Sekil
4.55). Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 4 mg/LL. BPA uygulamasi yapilmis 3
giinliik zebra balig1 embriyolarinda, whole mount in situ hibridizasyon deneyleri ile
uyumlu olarak primordiyal germ hiicre sayisinda bir artis ve go¢ eden hiicrelerde

kiimelesmeler tespit edildi.

4 mg/L BPA uygulamasi1 yapilmis 5 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda primordiyal
germ hiicrelerinin vitelliis kesesi sinirinda gozlendi (Sekil 4.56) ve vitelliis kesesine
paralel olarak goc ettikleri tespit edildi (Sekil 4.57). Primordiyal germ hiicrelerinde
nuage materyali daha net bir sekilde gozlendi. GO¢ yolu iizerinde gelisimin 4.
giliniinde kiimelesmis bir sekilde gozlenen hiicrelerde 5. giin itibariyle bu hiicrelerin

farkli bolgelere gog ettikleri goriildii. Kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda 4 mg/L
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BPA uygulamasi yapilmis zebra balig1 prelarvalarinda primordiyal germ hiicrelerinde
whole mount in situ hibridizasyon deneyleriyle uyumlu olarak artis tespit edildi.
Somitler ile vitelliis kesesi arasinda bulunan ve gonad taslaklarina dogru go¢ eden
primordiyal germ hiicreleri nuage materyali, ¢ekirdek biiyiikliigli ve hiicre biiyikligl
ile somatik hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebiliyorlard: (Sekil 4.58).

Sekil 4.55. 4 mg/L BPA uygulanmisg 3 giinlik zebra baligi embriyosunun 5 pm’lik kesiti. PGH:

primordiyal germ hiicresi, vk: vitelliis kesesi. Best Carmin boyama. Isik mikroskobu (x40).
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Sekil 4.56. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 5 gilinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitelliis kesesi
siirinda gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri, vk: vitelliis kesesi.

Best Carmin boyama. Isik mikroskobu (x100)

Sekil 4.57. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 5 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitelliis kesesi
siirinda gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri, vk: vitelliis kesesi.

Best Carmin boyama. Isik mikroskobu (x100)

Sekil 4.58. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 5 giinlilk zebra balig1 prelarvalarinda vitelliis kesesi ve
somitler arasmnda gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri, s: somitler.

Best Carmin boyama. Isik mikroskobu (x100)
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4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 7 giinliik zebra balig1 larvalarinda yapilmis olan
histoloji ¢alismalarinin bulgularinin whole mount in situ hibridizasyon bulgular1 ile
uyumlu oldugu bulundu. Primordiyal germ hiicreleri yapilan Toluidine Blue boyasi
ile somitlerin siirinda izlendi (Sekil 4.59). Ektopik bolgelerde primordiyal germ
hiicre sayisinda artis tespit edildi (Sekil 4.60). Primordiyal germ hiicreleri, somatik
hiicrelerden belirgin nuage materyali sayesinde ayirt edildi (Sekil 4.61). Primordiyal

germ hiicre morfolojisinde herhangi bir anormallik gézlenmedi.

4 mg/L BPA uygulamas1 yapilmis 8 giinliik zebra baligi larvalarinda primordiyal
germ hiicreleri viicut boslugu (Sekil 4.62) ve somitlere yakin olan bdlgelerde gozlendi
(Sekil 4.63). Whole mount in situ hibridizasyon sonuglartyla uyumlu olarak ektopik
bolgelerde de primordiyal germ hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.64 ve Sekil 4.65). Best
Carmin ve Toluidine Blue boyamalar1 sonucunda primordiyal germ hiicreleri,
glikojen taneleri ve nuage materyali sayesinde somatik hiicrelerden ayirt edildi (Sekil
4.63 ve Sekil 4.65). 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyolarinda 8.
glinde primordiyal germ hiicreleri kiime halinde degil, tek tek gozlendi. Ayrica
primordiyal germ hiicrelerinin 4 mg/L BPA uygulamasi sonucunda girintili ¢ikintili

bir sekil aldiklar1 gézlendi (Sekil 4.65).
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Sekil 4.59. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 7 giinliikk zebra baligi prelarvalarinda somitlerin
yakininda goézlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri, s: somitler.

Toluidine Blue boyamasi. Isik mikroskobu (x100)

Sekil 4.60. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 7 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda ektopik bolgede
gozlenen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicreleri. Toluidine Blue boyamasi. Isik

mikroskobu (x100)

Sekil 4.61. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 7 giinliik zebra baligi prelarvaarinda solungag
taslaklarinda gbzlenen primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicreleri. Toluidine Blue

boyamasi. Isik mikroskobu (x100)
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Sekil 4.62. 4 mg/L. BPA uygulamasi yapilmig 8 giinliik zebra balig1 larvasinda go¢ yolu iizerinde
goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boglugu, sh: somatik

hiicre Best Carmin boyama yontemi. (x100)

Sekil 4.63. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 8 giinliik zebra balig1 larvasinda goriilen primordiyal
germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kas tabakasi. Toluidine Blue boyama yontemi.

(x100)
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Sekil 4.64. 4 mg/L BPA uygulamas: yapilmis 8 giinliik zebra balig1 larvasinda ektopik bolgelerde
goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi. Toluidine Blue boyama yontemi.

(x100)

Sekil 4.65. 4 mg/L BPA uygulamas: yapilmis 8 giinliik zebra balig1 larvasinda ektopik bolgelerde
goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi. Best Carmin boyama yontemi.

(x100)

4 mg/L BPA uygulanan 11 giinlik zebra balig1 larvalarinda primordiyal germ
hiicreleri viicut boslugu yakinlarinda izlendi (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. 4 mg/L. BPA uygulamasi yapilmis 11 giinlik zebra baligi larvasinda viicut boslugu
yakinlarinda goriilen primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, vb: viicut boslugu.

Best Carmin boyama yontemi. (x100)

4 mg/L BPA uygulanan 12 giinlilk zebra baligi larvalarinda primordiyal germ
hiicreleri somitlere sinir olan bolgede gozlendi. Gog¢ eden primordiyal germ
hiicrelerinin yalanci ayaklar1 bu kesitlerde tanimlandi1 (Sekil 4.67). Buna ek olarak
solungac taslaklarinin bulundugu bolgede de primordiyal germ hiicrelerinin varligi
saptand1 (Sekil 4.68). Somitlere sinir olan primordiyal germ hiicrelerinde kiimelesme
gortiliirken ektopik bolgelerde tespit edilen primordiyal germ hiicreleri tek tek

bulunuyordu.

4mg/L BPA wuygulanan 13 giinliik zebra baligi larvalarinda primordiyal germ
hiicreleri somitler ile viicut boslugu arasinda kalan bolgede gozlendi (Sekil 4.69).
Primordiyal germ hiicrelerindeki nuage materyalleri yapilan Toluidine Blue boyamasi
sonucunda kolaylikla tespit edildi. G6¢ yolu {izerindeki bazi primordiyal germ hiicre

boyutlarinda kiigiilmeler oldugu gozlendi (Sekil 4.70)
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Sekil 4.67. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 12 giinliik zebra baligi larvasinda somitlere sinir olan
bolgede bulunan yalanci ayaklara sahip olan primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ

hiicresi, s: somitler. Toluidine Blue boyama yontemi. (x100)

Sekil 4.68. 4 mg/L. BPA uygulamasi yapilmis 12 giinliik zebra baligi larvasinda ektopik bolgedeki
primordiyal germ hiicresi. PGH: primordiyal germ hiicresi, sh: somatik hiicre Toluidine Blue boyama

yontemi. (x100)
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Sekil 4.69. 4 mg/LL BPA uygulamas1 yapilmig 13 giinlilk zebra baligi larvasinda somitler ile viicut
boslugu arasinda bulunan bélgedeki primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, s:

somitler. Toluidine Blue boyama yontemi. (x100)

Sekil 4.70. 4 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 13 giinliik zebra balig1 larvasinda somitlere sinir olan
bolgede bulunan primordiyal germ hiicreleri. PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somitler. Toluidine

Blue boyama yontemi. (x100)
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4.4.4. 8 mg/L BPA Grubunun Histolojik Bulgulari

Embriyonik ve larval donemde 8 mg/L BPA uygulamasina maruz kalan zebra baligi
embriyolarinin  biiyiik bir g¢ogunlugunun gelisimlerini tamamlayamadiklar1 ve
yaklasik %85’inin larval donemde 6ldiigii goriildii. 8 mg/L BPA uygulanan gruptaki
embriyo ve larvalarin en ¢ok 8. gline kadar yasamini siirdiirdiikleri gozlendi. Bu
grupta gelisim siirecinde goriilen bozukluklar 4 mg/L. BPA grubundan daha fazlayda.
Bas ve kuyruktaki yapisal bozukluklar ve kalp g¢evresindeki édem olusumlar1 4

mg/L’lik gruptan daha fazla goriildii.

8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis olan zebra baligi embriyolarinda gelisimin 3.
glinlinde primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesinin dorsalinde tespit edildi.
Yapilan Best Carmin boyamasi sonucunda hiicrelerin icerdigi glikojen taneleri
sayesinde diger hiicrelerden farkl bir sekilde boyandiklar1 gdzlendi. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda primordiyal germ hiicrelerinde glikojen tanelerinin azaldig:

gortldi (Sekil 4.71).

8 mg/L BPA uygulamas: yapilmis olan 4 giinliikk zebra baligi prelarvalarinda
primordiyal germ hiicrelerinin vitellus kesesi boyunca go¢ ettikleri goriildi (Sekil
4.72 ve Sekil 4.73). Kontrol gruplar1 ve 4 mg/LL BPA grubu ile karsilastirildiginda 8
mg/L BPA uygulamasina maruz kalmis 4 giinliik prelarvalarda primordiyal germ
hiicre sayisinin ¢ok daha fazla oldugu gozlendi. Bu baglamda histolojik sonuglar,
whole mount in situ hibridizasyon sonuclarini destekleyici nitelikteydi. Primordiyal

germ hiicreleri nuage materyalleri sayesinde diger hiicrelerden kolaylikla ayirt edildi.

8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis olan 5 giinliik zebra baligi prelarvalarinda
primordiyal germ hiicrelerinin vitellus kesesi sinirinda izlendi (Sekil 4.74 ve Sekil
4.75). 8 mg/L BPA uygulamasi sonucunda primordiyal germ hiicrelerdeki graniillii
yapida belirgin bir azalma oldugu tespit edildi. BPA uygulamasinin primordiyal germ
hiicrelerinde glikojen tanelerinde azalmaya sebep oldugu goézlendi (Sekil 4.74 ve

Sekil 4.75).
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Sekil 4.71. 8 mg/LL BPA uygulamasi yapilmis 3 giinliik zebra baligi embriyolarinda vitellus kesesinin
dorsal smirinda gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus

kesesi. Best Carmin boyama yontemi, x100.

Sekil 4.72. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 4 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitellus kesesi
sinirinda gozlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi.

Toluidine Blue boyama yontemi, x100.
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Sekil 4.73. 8 mg/L BPA uygulamas: yapilnug 4 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitellus kesesinin
dorsal smnirinda goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus

kesesi. Toluidine Blue boyama yontemi, x100.

Sekil 4.74. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 5 gilinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitellus kesesi
siirinda goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi. Best

Carmin boyama ydntemi, (x100).
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Sekil 4.75. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 5 giinliik zebra baligi prelarvalarinda vitellus kesesinin
dorsal sinirinda izlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus

kesesi. Best Carmin boyama ydntemi, (x100).

8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 6 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda primordiyal
germ hiicreleri vitellus kesesinin dorsal (Sekil 4.76) ve ventral bolgelerinde (Sekil
4.77) tespit edildi. Kontrol grubu ve 4mg/L BPA uygulamasi yapilmis olan grup ile
karsilagtirilldiginda 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 6 giinliik zebra baligi
prelarvalarindaki primordiyal germ hiicrelerinin boyutlariin daha kiigiik oldugu
goritildii. Primordiyal germ hiicrelerinin Best Carmin boyasi ile diger hiicrelerden
farkli olarak boyandiklar1 goriildii. Hiicreler, go¢ etmekte olan diger hiicreler gibi ig
seklinde degil, yuvarlak sekildeydi. Hiicreler ig seklinde olmadiklari i¢in gog
etmedikleri dolayisiyla BPA uygulamasinin gé¢ yoluna ket vurdugu gozlendi (Sekil
4.77).

8 mg/L BPA uygulamas: yapilmis 7 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda primordiyal
germ hiicreleri somitlerin ventralinde (Sekil 4.78) ve viicut boslugu yakinlarinda
gozlendi (Sekil 4.79). Ayrica solungac taslaklarinin bulundugu bolgede de
primordiyal germ hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.80). Dolayisiyla bu grupta da 4 mg/L
BPA grubunda oldugu gibi ektopik bolgelere yonelim oldugu tespit edildi.

Primordiyal germ hiicrelerinin icerdikleri elektronca yogun nuage materyalleri
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sayesinde, katyonik bir boya olan Toluidine Blue boyasi ile pozitif bir sekilde
boyandiklar1 goriildii (Sekil 4.79).

8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 8 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda primordiyal
germ hiicreleri gd¢ yolu iizerinde, kas tabakasinin alt kisminda izlendi (Sekil 4.81).
Ayrica ektopik bolgelere de yonelim gozlendi (Sekil 4.82). Solungac taslaklarinin
bulundugu bolgede primordiyal germ hiicre varligina rastlandi (Sekil 4.83). Kontrol
gruplart ile kiyaslandiginda primordiyal germ hiicre boyutunda belirgin bir kiigiilme
gozlendi. Ayrica hiicrelerin igerdikleri nuage materyallerinde de azalma s6z
konusuydu. BPA uygulamasinin nuage materyalinde azalmaya sebep olabilecegi

diisiiniildi.

Sekil 4.76. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 6 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda vitellus kesesinin
dorsal sinirinda goriilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus

kesesi, k: kas tabakasi, s: somitler. Best Carmin boyama ydntemi, (x100).
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Sekil 4.77. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 6 giinliik zebra baligi prelarvalarinda vitellus kesesinin
ventral siirinda tespit edilen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus

kesesi. Best Carmin boyama yontemi, (x100)

Sekil 4.78. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 7 giinliikk zebra baligi prelarvalarinda somitlerin
ventralinde izlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, s: somitler. Toluidine

Blue boyama yontemi, x100
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Sekil 4.79. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 7 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda viicut boslugu
kenarinda izlenen primordiyal germ hiicreleri, PGH: primordiyal germ hiicresi, vk: vitellus kesesi.

Toluidine Blue boyama yontemi, x100

Sekil 4.80. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 7 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda ektopik bolgedeki

primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi. Toluidine Blue boyama yontemi, x100
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Sekil 4.81. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 8 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda kas tabakasmnin
altinda gbzlenen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi, k: kas tabakasi. Toluidine

Blue boyama yontemi, x100

Sekil 4.82. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmis 8 giinliik zebra balig1 prelarvalarinda ektopik bdlgede
gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi. Toluidine Blue boyama yontemi,

x100
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Sekil 4.83. 8 mg/L BPA uygulamasi yapilmig 8 giinlik zebra baligi prelarvalarinda solungag
taslaklarinda gozlenen primordiyal germ hiicresi, PGH: primordiyal germ hiicresi. Toluidine Blue

boyama yontemi, x100



BOLUM 5. TARTISMA

Bu calismada ¢evresel Ostrojenlerden Bisfenol A’nin zebra baligt embriyo ve
larvalarindaki primordiyal germ hiicreleri lizerine etkileri histolojik ve molekiiler
yontemlerle incelenmistir. Laboratuvar kosullarinda anag disi baliklardan elde edilen
embriyolara diisiik dozlarda (4 mg/L ve 8 mg/L) BPA uygulanmistir. BPA
uygulamasi zigotlara ilk 0-2 saatlik zaman diliminde uygulanmistir. Arastirmanin ilk
asamasinda molekiiler caligmalar yapilmistir. Zebra baligi embriyolarinda akridin
turuncusu boyamasi yapilarak BPA’nin hiicre o6liimiine neden olup olmadigi
incelenmistir. Yine BPA uygulamasi sonucunda 24 saatlik embriyolarda primordiyal
germ hiicresine 6zgli prob (vasa) kullanilarak whole mount in situ hibridizasyon
teknigi ile primordiyal germ hiicrelerinin konumlari belirlenmis ve BPA’nin
primordiyal germ hiicrelerinin go¢ yoluna verdigi hasar 24 saatlik embriyolarda
ortaya konmustur. Bu embriyolarda primordiyal germ hiicrelerinin sayilar1 tespit
edilmis ve bu sonuglar istatistiksel olarak yorumlanmistir. Calismanin ikinci
kisminda ise BPA uygulamasi yapilmis zebra baligi embriyo ve larvalarindaki
primordiyal germ hiicrelerinin yapisi ve goc¢ yolu histolojik yontemlerle tespit
edilmigtir. Histolojik incelemelerde 1-15 giinliilk zebra baligi embriyo ve larvalar
secilmistir. Histolojik ¢aligmalarda primordiyal germ hiicresini spesifik olarak
boyayarak 151k mikroskobu altinda gozlenmesini saglayan Best Carmin,
Hematoksilen-Eosin ve Toluidine Blue boyalari secilmistir. Histolojik ve molekiiler
caligmalara ek olarak BPA’nin zebra baligi embriyolar1 {izerinde olusturdugu

hasarlar morfolojik olarak da incelenmistir.

Duan ve Zhu (2006) tarafindan yapilan ¢alismada 2, 4, 6, 8, 10, 15, 18, 22 ve 25
mg/L lik dozlarda BPA zebra balig1 embriyolarina uygulanmis ve embriyolar 72 saat
boyunca goézlemlenerek toksik etkileri saptanmistir. Calisma 3 kisma boliinmiis ve
BPA uygulamasi 0. saat, 8. saat ve 24. saatte yapilmistir. 0. ve 8. saat itibari ile BPA
uygulamasi yapilan gruplar arasinda toksik etki olarak bir fark bulunmazken 24. saat

itibariyle BPA uygulamasi yapilan gruplarda 0. ve 8. saatte uygulama yapilan
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gruplara gore toksik etkinin daha az oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada BPA, etanol
icerisinde c¢oziilerek embriyo ortamia uygulanmistir. Bu c¢alisma sonucunda 24
saatlik zebra balig1 embriyolar: i¢in 6ldiiriicii konsantrasyon (LC50) degeri 16,36 +
0,60 mg/L olarak tespit edilmistir. Diisiik dozlarda koryondan ¢ikmada gecikmeler
ve kan birikimleri gozlemlenirken, yiiksek dozlarda kist olusumlari, eksen egirlikleri,
kuyruk malformasyonlar1 ve oliimler gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda diisiik doz
olan 4 ve 8 mg/L lik dozlar se¢ilmis ve bu ¢alismadan farkli olarak BPA etanol
icerisinde degil kontrol grubu ile karsilastirildiginda minimal diizeyde hasara sebep
olan DMSO (%] oraninda) igerisinde ¢oziilerek embriyo ortamina verilmistir. Ayrica
primordiyal germ hiicrelerinin gonad taslaklarina ulagabilmesi i¢in gereken 15
giinliik siire¢ boyunca her giin embriyo ve larvalardaki degisimler incelenmistir. Lam
ve arkadaglarinin (2011) yaptig1 ¢alismada ise BPA uygulamasi yapilan zebra baligi
larvalarinda kalp c¢evresinde ve yiizme kesesinde 6dem, duyularda zayiflik ve yiizde
gelisim anomalileri gézlenmistir. Arastirmamizda bu iki ¢aligmadan farkli olarak 4
mg/L ve 8 mg/L BPA uygulanmis dozlarda kuyrukta deformasyonlar, dliimler,
koryondan ¢ikma siirelerinde gecikmeler ve pigmentasyon olusumlarinda gecikmeler
tespit edilmisitir. Lam ve arkadaglarinin verilerine paralel olarak bizim ¢alismamizda
da BPA uygulamas1 sonucunda zebra balig1 larvalarinda kalp ¢evresinde ve ylizme

kesesinde 6dem olusumlar1 gézlenmistir.

BPA’nin gelisim ve iireme iizerine olan toksik etkileri uzun yillar boyunca bilim
insanlariin en ¢ok merak ettigi arastirma konular1 arasinda yerini almistir. BPA nin
Ostrojen reseptoriine baglanma afinitesi estradiole gére 1000-5000 kez daha diistiktiir
(Dodge ve ark., 1936). Bu nedenle BPA, in vitro kosullarda zayif bir 6strojen olarak
davranir. BPA’nin in vivo etkileri tizerine de arastirmalar yapilmistir. F344 ratlara 3
giin boyunca 0,3 mg/kg BPA igeren tabletler verilmis ve 3 giin sonunda bu ratlarda
asir1 biiylime, uterusta hiperplazi ve mukus salgisinda artis ve vajina epitelinde
keratinlesme tespit etmislerdir (Colerangle ve Roy, 1997). Lawson ve arkadaslarinin
(2010) yaptig1 calismada C57BL/6J 1rki hamile farelere, hamileligin 11. giliniinden
itibaren her giin 20 ug BPA/kg agiz yoluyla verilmistir. BPA’nin 12., 12,5., 13,5., ve
14,5. giinlerdeki fetal ovaryuma olan etkilerini gozlemlemek i¢in hamile fareler BPA
uygulamasinin 1., 1,5., 2,5., ve 3,5. giinlerinde dldiiriilmiis, fetiisler uterustan alinmis

ve fetal ovaryumlar izole edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda hamile bireylere BPA
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uygulamasinin gelismekte olan fetal ovaryumunda oogenezi etkiledigi, mayotik

hasarlara ve kromozom anomalilerine sebep oldugu bulunmustur.

Bisfenol A, canlilarin oldukga sik¢a maruz kaldig1 ¢evresel Ostrojenler arasindadir.
Dolayisiyla bu maddenin hiicre oliimiine olan etkisi de merak edilen konular
arasindadir. Literatiirde BPA’nin apoptotik etkileri memelilerde sikc¢a ¢alisilmustir.
Yuan ve arkadaglar1 (2009), yiiksek dozlardaki BPA’ nin fare testislerindeki Leydig
ve germ hiicrelerini apoptoza gotiirdliglinii tespit etmislerdir. Benachour ve
arkadaslar1 (2009) ise ¢ok diisiik dozdaki BPA’nin insan plasental hiicrelerinde
apoptoza sebep oldugunu tespit etmislerdir. 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksinin
(TCDD) zebra balig1 embriyolari tizerine olusturdugu etkiyi arastiran bir aragtirmada
24 saatlik zebra baligi embriyolarma 0.1, 0.3, 0.5 ve 1.0 ppb oraninda TCDD
uygulamasi yapilmig ve TCDD uygulamasinin beyin damarlarinda kan akisini ciddi
Olclide yavaglattig1 tespit edilmistir. Yapilan TUNEL deneyleriyle TCDD’nin 24
saatlik zebra baligi embriyolarnin orta beyin kisminda apoptoza sebep oldugu
gosterilmistir (Dong ve ark., 2002). Bizim ¢alismamizda yapilan akridin turuncusu
boyamasi sonucunda diisiik dozlarda BPA’nin 24 saatlik zebra baligi embriyolari

iizerinde apoptotik etkiye sahip olmadig1 gdzlenmistir.

Zebra baliklarinda primordiyal germ hiicre gogiinde SDF-la adli kemokinin ¢ok
onemli bir rolii vardir. Primordiyal germ hiicreleri gonad taslaklarindan salinan bu
kemokine dogru hareket etmektedir. Bu kemokini ilireten genin ekspresyonunda
herhangi bir degisiklik oldugunda ve SDF-1a aktivitesi azaldiginda primordiyal germ
hiicrelerinin gé¢ yolundan ayrildiklari, tim primordiyal germ hiicrelerinin gonad
taslaklarina go¢ edemedikleri bazi primordiyal germ hiicrelerinin bas ve kuyruk
bolgeleri gibi ektopik bolgelerde bulunduklar tespit edilmistir (Doitsidou ve ark.,
2002). Bizim sonuglarimiz da bu c¢alismanin sonuglar1 ile oldukc¢a benzerlik
gostermektedir. Caligmamiz sonucunda diisiik dozlardaki BPA’nin primordiyal germ
hiicrelerinin ektopik bolgelere yonelmesini sagladigi tespit edilmistir. Dolayistyla

BPA’nin SDF-1a aktivitesinin azalmasina sebep olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan literatiir taramast sonucunda herhangi bir model organizmada BPA’nin

primordiyal germ hiicreleri lizerine etkilerini gosteren herhangi bir g¢alismaya
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rastlanamamistir. Bu baglamda g¢alismamiz oncii bir ¢calismadir. Willey ve Krone
(2000) trafindan yapilan ¢alismada zebra baligi embriyolarina yiiksek dozda (107 M)
endosiilfan ve nonilfenol uygulamasi yapilarak zebra baligi embriyo ve
prelarvalarindaki degisimler ile primordiyal germ hiicrelerinin gogii ve dagilimlari
gozlenmistir. Endosiilfan ve nonilfenol uygulamalar1 déllenmeden sonraki 2. saatte
yapilmistir.  Endosiilfan uygulamasi sonucunda 3-4 giinlik zebra balig1
prelarvalarinda anormal dairesel yiizlis, omurgada anormallikler ve gévde ekseninde
egrilmeler tespit edilmistir. Hem endosiilfan hem nonilfenol uygulamasi sonucunda
prelarvalarda 6dem olusumlari, mikrosephali (bas olusumunun normalden kii¢iik
olmasi) ve harekette yavaslama tespit edilmistir. Bu c¢alismada goriilen 6dem
olusumlari, dairesel yiiziis sekilleri, omurgada anormallikler ve gdvde ekseninde
egrilmeler bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla benzerlik gostermektedir.
Yine Willey ve Krone (2000)’un yaptig1 bu ¢alismada primordiyal germ hiicrelerinin
dagilim1 ve go¢ yolu 24 saatlik zebra baligi embriyolarinda whole mount in situ
hibridizasyon teknigi ile gozlenmistir. Endosiilfan uygulamasi 5. ve 6. somitlerde
azalmaya sebep olurken 7. ve 8. somitlerde artisa sebep olmustur. 9-13. somitlerde
ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda primordiyal germ hiicre sayisinda herhangi
bir degisim goriilmemistir. Nonilfenol uygulamasinda ise 6-7. somitlerde primordiyal
germ hiicrelerinde azalma goriilmiistiir. Endosiilfan ve nonilfenol uygulamasi
primordiyal germ hiicrelerinin anterior-posterior ekseni boyunca dagiliminda cesitli

degisimler ve primordiyal germ hiicrelerinde kiimelesmeler tespit edilmistir.

Zebra baliklarinda primordiyal germ hiicre gog¢ siirecinde sikca kullanilan bir pestisit
olan deltamethrinin etkilerini inceleyen diger bir c¢aligmada zebra balig
embriyolarinin bir kisminin gelisimini tamamlayamadigi, koryondan ¢ikis siirelerinin
uzadig1 ve bu etkinin pestisit dozuna bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Yiiksek
dozda deltamethrin uygulamasi sonucunda primordiyal germ hiicre sayisinda azalma
ve morfolojilerinde bozulma goriilmiistiir. Primordiyal germ hiicre niikleusunun
diizensiz sinirlara sahip oldugu ve mitokondri yapisinda bozulmalar oldugu
izlenmigtir (Kog, 2008). Bu ¢alismada ise BPA uygulamasi sonucunda zebra balig
embriyolarinda primordiyal germ hiicrelerinde anlamli bir artis goézlenmistir.
Deltamethrine benzer sekilde BPA uygulamasinin zebra balig1 gelisimini yavaglattigi

ve primordiyal germ hiicre morfolojisinde degisimlere sebep oldugu goriilmiistiir.
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Ramakrishnan ve Wayne (2001)’in yaptig1 calismada medaka (Oryzias latipes) baligi
embriyolarina 200 pg/L oraninda BPA uygulamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda BPA
uygulamasinin medaka baligt embriyolarinda gelisimini ve iireme olgunluguna

erisimini yavaglattigini tespit etmislerdir.

Sonug olarak, endokrin bozucularin diisiik dozlarinin bile canlilarda iireme iizerine
olan olumsuz etkileri ¢esitli ¢aligmalarla ortaya c¢ikarilmistir. Diisiik dozlarda olsa
bile BPA’nin ekosisteme girmesi pek ¢ok canliya zarar vermektedir. Bu baglamda
BPA maruziyetinden miimkiin oldugunca kag¢milmalidir. BPA uygulamasinin
primordiyal germ hiicre sayisim1 artirdigit ve bu hiicrelerin ektopik bolgelere
yonelimini sagladigi c¢alismamizda tespit edilmistir. Buna ek olarak BPA
uygulamasinin primordiyal germ hiicre morfolojisinde degisimlere sebep oldugu
histolojik caligmalar ile gosterilmistir. Primordiyal germ hiicre gogiinde ve
morfolojisinde meydana gelen degisimler gonad farklilagmasini ve liremeyi de
yakindan etkilemektedir. Bu ¢alismanin bu konuda yapilacak diger ¢caligmalara temel

olacag diistiniilmektedir.
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