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OZET

Anahtar kelimeler: Zebra baligi, N-Nitrozo-N-Etiliire (ENU), testis, histopatoloji

N-Nitrozo bilesikleri, 20. ylizyilin basindan itibaren bilinen, ancak 1950’lerden sonra
canli saglig1 tizerine etkileri daha ¢ok dikkat ¢eken bilesiklerdir. N-Nitrozo-N-Etiliire
(ENU) giiniimiizde gida triinlerini koruyucu olarak kullanilan 6nemli bir maddedir.
Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda toksik, teratojenik,
mutajenik ve kanserojenik etkilerinin oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada N-Nitrozo-
N-Etiliire'nin zebra balig1 testis dokusundaki histopatolojik etkilerinin ortaya
konulmas1 amacglanmistir. Bu ¢alisma kontrol ve deney gruplari olmak iizere toplam 5
gruba ayrilmis, deney gruplart 0,25 mM, 0,50 mM dozlarda ENU’ya maruz
birakilmistir. Alinan doku Ornekleri Hemotoksilen&Eozin ile boyanarak 151k
mikroskobunda incelenmistir. Doz ve maruziyet siiresinin artigina bagli olarak deney
gruplariin testis dokusunda, seminifer tiibiillerde dejenerasyon, seminifer tiibiillerde
vakuolizasyon, seminifer tiibiillerde agilma, seminifer tiibiil biitiinliigiiniin bozulmasi,
spermatogenetik seride yer alan hiicre kiimelerinde siirlarinin ve dagilimlarinin
bozulmasi, seminifer tiibiiller alanda kanlanma, spermatogenetik hiicre sayilarinda
azalmalar, spermatogenik hiicre gruplarinda vakuolizasyon, bazi hiicrelerde hipertrofi
ve bazi spermatogonyum hiicrelerinde apoptoz goriilmiistiir. Ayrica seminifer tiibiil
cevresindeki bag dokuda kalinlasma, doz grubuna bagli olarak sperm sayisinda artig
ve yer yer piknotik hiicrelerde tespit edilmistir. Bulgular ENU’ya maruz kalan erkek
zebra baliklarinin testis dokularinda olumsuz degisimler meydana getirdigini ortaya
koymustur.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF N-NITROZO-N-
ETHYLUREA ON ZEBRA FISH (Danio rerio) TESTICULAR
HISTOLOGY

SUMMARY

Keywords: Zebrafish, N-Nitrozo-N-Ethylurea (ENU), testis, histopathology

N-Nitrozo compounds have been known since the beginning of the 20th century, but
are more remarkable since the 1950s. N-Nitrozo-N-Ethylurea (ENU) is an important
substance used today as a preservative in food products. As a result of research on
experimental animals, toxic, teratogenic, mutagenic and carcinogenic effects have
been reported. The aim of this study was to investigate the histopathological effects of
N-Nitrozo-N-Ethylurea on the testicular tissue of zebrafish. This study was divided
into 5 groups as control and experimental groups and the experimental groups were
exposed to ENU doses of 0.25 mM, 0.50mM Tissue samples were stained with
Hemotoxylin&Eosin and examined under light microscope. Depending on the increase
in dose and exposure time, degeneration in testicular tissue of the experimental groups,
seminiferous tubules, vacuolization in seminiferous tubules, opening in seminiferous
tubules, deterioration of seminiferous tubule integrity, bleeding in the cell clusters in
the spermatogenetic series, disruption in the number of cells and distribution in the
seminiferous tubules area, decreases in the number of spermatogenetic cells.
vacuolization in spermatogenic cell groups, hypertrophy in some cells and apoptosis
in some spermatogonium cells. In addition, thickening of the connective tissue around
the seminiferous tubule, an increase in the number of sperms depending on the dose
group, and in some places, were detected in piconotic cells. The findings revealed that
male zebra fish exposed to ENU caused negative changes in the testicular tissues.
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BOLUM 1. GIRiS

Her gecen giin artan insan niifusu ve buna bagli olarak endiistrinin hizli gelisimi
sebebiyle, endiistriyel kaynakli kirleticiler dogaya karigsmakta (Sisman ve Geyikoglu,
2010) ve kirlilik sucul ekosisteme ulasmaktadir (Glaser, 2006).

Sucul ekosistemlerde ise bu kirlilige en ¢ok baliklar maruz kalmaktadir (Dutta ve
Dalal, 2008). Endiistriyel atik bolgelerinde, kimyasal depo alanlarinda toksik maddeler
meydana gelebilir. Baliklar, bu toksik maddelerin yer alt1 ve yer {istii sularda meydana
getirdigi etkileri, kirlenmeleri tespit edilmesinde ve izlenmesinde kullanima en uygun

olan kii¢iikk omurgali canlilardir (Nagel, 2002).

Zebra balig1 insanlarla, beyin, kalp, damar, sindirim, kas sistemi ve dogustan gelen
bagisiklik sistemi de olmak lizere genetik ve fizyolojik bir benzerlik gostermektedir.
Zebra baliklan kii¢lik canlilardir ve beslenmeleri i¢in yiiksek maliyet gerekmez. Bu
sebeplerle laboratuvar ortaminda zebra balig1 larvalarinin korunmasi ve beslenmesi

uygun harcamalar ile kolaydir (Bakkers, 2011; Liu ve Stainier, 2012).

Zebra baligi; genetik, fizyolojik, gelisimsel benzerliklerinin yiliksek olmasi ve en
onemlisi insanlarda bulunan tiimor baskilayici gene sahip olmasi (Sisman ve
Geyikoglu, 2010) sebebiyle insan hastaliklarinin gelisimini ve modellemesini
arastirmak i¢in giderek daha fazla tercih edilen bir model olmustur. Ayn1 zamanda
beyinsel sinir bozukluklari, depresyon, psikozlar, otizm ve kas distrofileri gibi kas
hastaliklarinin tedavisi i¢in de ¢alisilmistir. Bununla birlikte zebra baliginin,
ylzgeclerini ve kalp dokusunu yenileme o6zelliginden yararlanilarak, cesitli
yaralanmalara kars1 yaralarin yenilenip iyilesmesine nasil yanit verdiginin anlasilmasi

icin kullanabilecek bir model oldugu da ortaya konmustur (Zhao ve ark., 2015).



Zebra baliginin, biitiinlestirici fizyoloji, ekotoksikoloji veya su iiriinleri yetistiriciligi
gibi uygulamali aragtirma alanlarinda da kullanimi artarak devam etmektedir (Leal ve
ark., 2009). Bu ozellikleri gbz oniine alindiginda son yillarda yapilan ¢alismalarda,
zebra balig1 insan hastaliklar1 i¢in gelisme ve organogenezi de i¢ine almakla birlikte,
biyolojik sorunlarin arastirilip incelenmesi i¢in 6nemli bir canli sistem olarak yerini

almigtir (Beckwith ve ark., 2000).

N-Nitrozo-N-Etiliire’nin (ENU) dogada kendiliginden olustugu bilinmemektedir. N-
Etiliire, nitr6z asit tepkimesiyle ile sentezlenmistir (Knapik, 2000). ENU (N- Nitrozo-
N-Etiliire) bir¢ok canli tiiriinde kanserojen olan ve bdylece DNA’ya hasar vererek
hiicre 6liimiine yol agan bir kimyasal ajandir. Tiimoérlerin sinir dokusu, mide, 6zofagus,
pankreas, solunum yolu, bagirsak, deri ve bobrekte olmak tizere bircok doku iizerinde
olusumunda bu DNA alkileyici ajanin etkisi biiyiiktiir (Slikker ve ark., 2004; Zhao ve
ark., 2015).

Cevreye yayilma sebebinin endiistriyel faaliyetler ve dogal siireclerin oldugu N-
Nitrozo bilesiklerine, yapisinda nitrit bulunan ya da nitrojen oksite maruz kalmis gida

maddelerinde rastlanilmistir (Beckwith ve ark., 2000).

Ekotoksikolojinin alt disiplinlerinden biri de tireme toksikolojisidir (Arukwe, 2001).
Endokrin sistem tireme fonksiyonlarini kontrol etmektedir. Halk ve cevre saglig
acisindan 6nemli olan endokrin sistemini ¢evremizdeki baz1 kimyasallar1 taklit ederek
endojen hormonlara benzer etki veya inhibesi sonucu bu hassas dengeyi bozabilirler.
Ayni sekilde baliklarda bazi Ostrojenik kimyasallar, spermatogenezi bozar ve
spermatozoanin liretimini azaltir (Beckwith ve ark., 2000). Canlilar toksik maddelerin
etkisi altinda kaldiklarinda, hiicreler genellikle hiicresel sisme, dejenerasyon veya

nekroz gibi anomaliler gosterir (Li ve ark., 2017).

Bu calismanin amaci ¢esitli konsantrasyonlarla ENU maddesi uygulanan zebra
baliklarinin (Danio rerio) testis dokularinda histopatolojik degisiklik olup olmadigini

arastirmaktir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Zebra Baligimin Genel Ozellikleri

2.1.1. Zebra bah@imin sistematigi

Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclassis: Pisces
Classis: Osteichthyes
Subclasis: Actinopterygii
Superordo: Teleostei
Ordo: Cypriniformes
Familya: Cyprinidae
Genus: Danio

Species: Danio rerio (Hamilton, 1822)

2.1.2. Zebra bahginin genel o6zellikleri

Zebra baligi, baz1 akarsularda (Kuzey Hindistan, Giiney Asya, Bhutan, Pakistan ve
Nepal gibi iilkelerde) yasamini devam ettiren tropikal bir baliktir (Kutluyer ve
Aksakal, 2013). Actinopterygii sinifinin Cyprinidae familyasindan kemikli balik
(Teleostei) tiirlerindendir (Carpio ve Estrada, 2006). Zebrada bulunan ¢izgilere benzer
olduklar1 i¢in zebra balig1 adin1 almistir. Bagka baliklarla beraber ve uyumlu yasarlar.
20 ile 30-32°C arasindaki sicakliklarda yasamlarii siirdiirebilirler. Optimal su 1s1s1
25-26°C’dir. pH 6,5 ile 7,2 arasindaki sular bu baliklar i¢in uygundur. Her tiirlii balik
yemini yiyebilirler (Alpbaz, 1993).



Geng zebra baliklarinin boylar1 4,5-5 cm uzunlugundadir. Erkek bireyler disi
bireylerden farkli olarak, daha biiylik anal yiizgeglere ve genital papillaya sahiptir.
Zebra baliklarinda ovipar (yumurta vererek) tireme goriiliir. Erkek zebra baliklar1 74-
75 giinliikk iken tireme davranis1 sergileyebilmektedir. Disi zebra baligi iireme
zamaninda 150-400 arasinda yumurta tliretebilmektedir. Yasami boyunca da yaklagik
1500-1800 arasinda yumurta verebilmektedir (Ekici, 2007). Uygun laboratuvar

kosullar1 oldugu siirece yil boyunca yumurta tiretebilir (Brand ve ark., 2002).

Zebra baligimin tiretimi kolaydir ve hizli bir gelisim gosterir. Hiicre transplantasyonu,
mikroenjeksiyon gibi deneylere karsi direngli olup, 24 saatte embriyogenez olusumu
gerceklesir. Organlar1 5 giin iginde gelisimini tamamlar. Bu 6zellikleri nedeniyle,
bilimsel arastirmalarda kullanilmasi ve embriyoda meydana gelen etkilerinin
incelenmesi kolaydir (Gilmour ve ark., 2002). Ayrica, seffaf yapili koryon ve
embriyoya sahip olan zebra baliklari, ilk larval evrelerinden itibaren organlarinin
olusumuna denk izlenip takip edilmesi igin biiyiik avantaj sunar. Zebra balig1, genetik
calismalarda da 6nemli yere sahiptir. Yeni genlerin tanimlanmasinda ve bu genlerin
fonksiyonlariin kesfedilmesi, zebra baliklarinin insan hastaliklar1 i¢in uygun bir canli
olmasmma neden olmustur (Pelegri, 2002). Mutasyonlar, zebra baligi sperm
orneklerinde korunabilir ve in vitro déllenmede de kullanilabilir (Kutluyer ve Aksakal,
2013).

Zebra baliklar1 farmakolojik ¢aligmalarda da ¢ok sik kullanilmaktadir (Ma ve ark.,
2003). Bunlarin yani sira zebra baliklari 4 ya da 5 y1l yasayabildikleri i¢in bazi kanser
biyologlar1 tarafindan kanserin ne zaman ve nasil gelistigini incelemek i¢in uygun bir

organizma olmustur (Beckman, 2007).

Zebra baliklariin yagsam dongiilerinin diger bir model organizma tiirii olan farelerin
yasam dongtilerinden daha kisa olmasi, farelerle yapilan deneylerin, bu balik tiiriiyle
de yapilabilmesi ayrica farelere gore neslin daha kolay takip edilebilmesi (6zellikle
teratojenik testlerde) bu tiir ile calismak i¢in ayr1 bir avantaj saglamistir. Ayrica
farelerde embriyonun anne viicudu iginde gelisme asamalar1 zigot olusumundan

itibaren izlenememektedir. Zebra baliginda ise embriyolar anne viicudu disinda



gelistiginden dolay1, dollenmeden itibaren embriyon gelisiminin her asamasi
izlenebilmektedir. Zebra baliginin, toksikoloji ¢calismalarinda kullanilmasinin bir diger

sebebi ise uygulan testlerin kisa olusu ve sonuglarin hassas olmasidir (Kanev, 2016).

2.2. Baliklarda Gonadlar

Gonad olarak isimlendirilen tireme organlari, disilerde ovaryum, erkeklerde ise testis
adimi alirlar. Ovaryumlar (disi lireme organlar1) genellikle bir cifttir. Bliyiikliik ve
agirliklart degismekle beraber, olgunlastiklar zaman balik agirliginin %25°1 kadar
olabilirler. Ureme mevsiminde yetiskin balik ovaryumlart agik sar1 veya
kahverengimsi bir renk olarak ve taneli seklinde olup bol miktarda kilcal kan damarlari

igerir. (Alpbaz, 1990)

Erkek iireme organlari ise testisler olup, genellikle tatli su baliklarinda cifttir. Ureme
mevsimine bagli olarak biiytikliikkleri degisir. Ergin haldeki bir balikta, iireme
zamaninda testislerin rengi beyazimsi, diiz bir goriiniistedir ve iizerinde kilcal kan

damarlari goriilmez. (Alpbaz, 1990)

2.3. Zebra Bahiginin Testis Yapisi ve Histolojisi

Testis erkek tireme hiicrelerinin bulundugu bir dokudur. Seminifer tiibiiller ve etrafini
saran bag dokudan meydana gelmistir. Seminifer tiibiillerde spermatogenez meydana
gelmektedir. Spermatogenez, mayoz ve spermiyogenez geciren hiicrelerin biitiin
evrelerini kapsar. Spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit,
spermatid ve sperm hiicreleri spermatogenezde yer alan hiicrelerdir. Seminifer tiibiiller
arast ve bag doku birlesiminde Leydig hiicreleri, liimen igerisinde ise spermatogenik
hiicreler bulunmaktadir (Kog¢ ve ark., 2012). Sertoli hiicreleri ise spermatogenik

hiicreleri saran ve hiicreler arasi bosluklar1 dolduran destek hiicreleridir (Seftalioglu,
1998).

Spermatogonyum hiicreleri biiyiik ¢ekirdekli, renksiz sitoplazmaya sahip, homojen

yapidaki hiicrelerdir. Belirsiz yapida ¢ekirdeklere sahip olan spermatogonyum A, daha



koyu ve belirgin yapida olanlar spermatogonyum B ismini alir. Spermatogonyum
hiicreleri mitoz bdliinme ile ¢ogalirlar. Mayoz I’in profaz evresinde bu hiicrelere
spermatosit hiicreleri denilmektedir. Spermatogoyum hiicrelerinden ¢ogalan
spermatositler, spermatogonyum hiicrelerine gore daha kiiciik ve yogun sitoplazmaya
sahiptirler. Primer spermatosit hiicreleri oval yapida ve sitoplazmasi yogun olan
hiicrelerdir. Primer spermatosit hiicreleri, mayoz I bdliinmesinden sonra sekonder
spermatosit hiicrelerini olustururlar. Sekonder spermatosit hiicreleri, primer
spermatosit hiicrelerine benzer. Fakat daha kiiciik ve yuvarlak yapidadirlar.
Spermiyogenezin son asamasinda spermatitlerin kiiglilip kuyruk benzeri yapilara

sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.1.) (Kog ve ark., 2012).

Sekil 2.1. Seminifer tiibiil i¢indeki hiicrelerin genel goériiniimii. SG; Spermatogonium hiicreleri, PS; Primer
spermatosit, SK; Sekonder spermatosit hiicreleri, ST; Spermatit hiicreleri, S; Sperm hiicreleri, L; Leyding
hiicreleri, H&E Boyama, x40 (Kog ve ark. 2012).

2.4. N-Nitrozo Bilesikleri

N-Nitrozo bilesikleri, kimya literatiiriinde 20. yiizyilin bagindan itibaren bilinen, ancak

1956 yilindan sonra insan saglig1 iizerine etkileri daha ¢ok dikkat ¢ceken ve arastirilan



bilesiklerdir. Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda toksik,
teratojenik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin oldugu belirtilmistir. N-Nitrozo
bilesiklerinin olusumunda nitrit ve nitrojen oksitlerin sekonder ve tersiyer aminlerle

tepkimeye girmesinin énemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Cakmak ve ark., 2009).

Karsinojenik oldugu bilinen N-Nitrozo bilesiklerinin ana maddesi nitrittir. Insanlarin
ve diger canlilarin yiyeceklerindeki fazla nitrit miktari, saglik agisindan tehlikeli
oldugu gibi N-Nitrozo bilesiklerinin olusmasina sebep oldugu i¢in de 6nemlidir (Orug,
2001). Nitritler asitli bir ortamda dnce nitroz aside doniisiir. Sekonder yapili aminler
ile N-substituyentli amidler, nitroz asitle reaksiyona girerek N-Nitrozo bilesiklerini
meydana getirirler. Bu bilesikler canlilarin mide, 6zofogus, bagirsak karaciger,
bobrek, merkezi sinir sistemi ve lenfoid sistem gibi organ ve sistemlerinde kanser

olusumuna sebep olurlar (Ekici ve ark., 2008).

Gidalarda katki maddesi olarak kullanilan nitrit, Clostridium botulinum basta olmak
tizere birgok mikroskobik canlilarin olusumunu engellemek ve oksidatif acilasmay1
onlemek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica nitrit, et iriinlerinde karakteristik kiirlenmis et
renginin, lezzet ve doku oOzelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla da kullanilmaktadir

(Turp ve Sucu, 2016).

Nitrit nitrata gore 10 kat daha toksik bir bilesik olmakla birlikte insanlar i¢in nitratin
letal dozu 80-800 mg/kg, nitrit i¢in letal dozu 33-250 mg/kg olarak belirlenmistir
(Serdaroglu ve Ergezer, 2015). Insanlardaki giinliik nitrat miktarmimn % 6’sin1 tiiketilen
kiirlenmis etler olusturur. Geri kalan % 94°lik kismi ise sebzeler, su, tiikiirik ve mide
0z suyu salgisiyla viicutta bulunur (Cakmak ve ark., 2009). Nitrat direk olarak toksik
etkiye sahip degildir. Nitrat, bakteriyel nitrat rediiktaz reaksiyonu ile yararli olmayan
nitrit iyonlarina doniisiir. Viicuttaki nitratin birgcogu diski yolu ile atilirken kalan kismi1
da agizdaki bakteriler tarafindan nitrite indirgenir ve olusan nitrit, nitrozolama ajanini
meydana getirmis olur. Bir¢cok gida maddesinde amin bulunmakta ve nitrozolama ajani

ile asitli bir ortam olan midede nitrozaminler olusabilmektedir (Cakmak ve ark., 2009).



Et drlinlerine eklenen nitrit miktari, etin kalitesi, etin yag icerigi, diger bilesenleri,
kurutma ve dumanlama siiresince miidahale edilen 1s1l islem, olgunlastirma zamani,
depolama kosullar1 ve ambalajlama gibi faktorler (Turp ve Sucu, 2016), gidanin
pisirilme sekli, maruz kalinan 1s1 ve siiresi de Nitrozo amin olusumunda etkilidir

(Cakmak ve ark., 2009).

Insanlar, N-Nitrozo bilesiklerine cesitli sekillerde maruz kalabilmektedir (Solnica-
Krezel ve ark., 1994). Niifus ve sanayilesmenin son yillarda artmasi ile nitrit ve
nitratin sularda bulunma ihtimali ve oraninda artma tespit edilmistir. 20 mg’dan ¢ok
nitrat iceren sularin, yetigkinler tarafindan uzun zaman tiiketiminde akut ve kronik

zehirlenmelere sebep oldugu bilinmektedir (Serdaroglu ve Ergezer, 2015).
2.5. ENU (N-Nitrozo-N-Etiliire) Maddesi

N-Etiliire ilk olarak 1919°da nitrdz asit reaksiyonu ile sentezlenmistir. Ar1 olarak,
pembe-sar1 kristaller neme ve 1s18a karsi hassastir (Knapik, 2000). ENU’nun kararlilig:
pH'a baglidir; ENU'nun yar1 6mrii, pH 7,0, sicaklik 37 °C, 34 dk, bir miktar daha diisiik
sicaklikta ve pH 6,0'da ise, yar1 dmiir 30 saatin {izerine ¢ikar (IARC, 1972). Ampirik
formiil: CsH7N3O,’dir. Molekiil agirlig1 117,11, saklama derecesi ise -20 °C’dir. Igerik
100 ml ¢oziicii igerisinde ¢oziindiiriilerek % 1’lik bir ¢ozelti elde edilir (Sigma-
Aldrich, 2019).

O

M~

HoN" N~ “CHsg
|
NO
Sekil 2.2. ENU maddesinin agik formiilii (Sigma-Aldrich, 2019).

2.6. ENU (N-Nitrozo-N-Etiliire) Maddesinin Etki Metabolizmasi

ENU, rastgele tek baz c¢iftli mutasyonlara neden olan, aktivasyonu i¢in gerekli

herhangi bir metabolik islem gerektirmeden dogrudan niikleik asitler {izerinde etkili



olan bir bilesiktir (Singer ve Dosanjh, 1990; Noveroske ve ark., 2000). ENU, etil
grubunu oksijene veya azot koklerine aktarabilen, yanlis eslestirme ve baz eklenmesi
ile sonu¢lanan DNA alkileyici maddedir (Justice ve ark., 1999). Belirlenen sayisiz
potansiyel alkilasyon reaksiyon yerleri (niikleofilik alanlar) vardir. ENU ¢ogunlukla
nokta mutasyonlarini indiikler, ancak birkag¢ kiiciik silme (delesyon) veya ekleme

(insersiyon) bildirilmistir (Kennedy ve O’Bryan, 2006).

2.7. ENU (N-Nitrozo-N-Etiliire) Maddesinin Toksik Ozellikleri

Son yillarda, insan hastaliklarinda rol alan yeni genleri tanimlamak icin ENU
mutajenizini kullanmigtir. ENU, olusturdugu nokta mutasyonlarinin indiiksiyonunun
yiiksek oranda olmasi nedeniyle fenotip odakli caligmalar icin ideal bir mutajendir ve
potansiyel olarak hastalik fenotiplerinin genis bir yelpaze acar (Balling, 2001). ENU
cogunlukla nokta mutasyonlarina neden oldugu i¢in, bir gen iizerindeki etkisi birgok
farklr allel tiirii iiretmektir. Her biri, protein iiriinii lizerinde farkli bir etkiye sahip
olabilir. Belirli bir genin allelik serilerinin {iretilmesi, bir protein igindeki kritik
alanlarin ve kalintilarin tanimlanmasini saglayabilir (Kennedy ve O’Bryan, 2006).
Insan genetik lezyonlarmin inceliklerini ve heterojenligini taklit edebilmektedir
(Oliver ve Davies, 2012). Farelerde, si¢anlarda ve zebra baliklarinda yapilan deneysel
caligsmalarda norokarsinojen olarak rol oynadigi da gosterilmistir (Druckrey ve ark.,
1973; Rice ve Ward, 1982). Ayrica ENU, farelerde de en etkili kimyasal mutajen
olarak kabul edilir, yaygin olarak kullanilan dozlarda, gametlerde lokus basina
0.0015'lik bir mutasyon orani vardir (Rinchik, 1991). Cok yiiksek miktarlarda enjekte
edilirse, farelerin erken Oliimiine neden olabilir. Toksisite belirtileri ise 1 hafta

igerisinde uyusukluk, kilo kayb1 ve 6liimdiir (Justice ve ark., 2000).

ENU ile maruz birakilan spermlerin, dolleme yetenekleri etkilenebilir (Goda ve ark.,
2006). ENU, spermatogenik hiicrelerin tiim asamalarina mutajenik veya sitotoksik
oldugundan, hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Solnica-Krezel ve

ark., 1994; Hardisty ve ark., 1999).
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ENU kullanim1 sonrasi hayatta kalmay1 etkileyen kilit parametreler sunlardir: ENU
konsantrasyonu, maruz kalma siiresi, maruz kalma sayisi, pH ve maruz sirasinda suyun
sicakligidir. Ozellikle ENU konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi sag kalim agisindan
cok siki1 baglantilidir. Ayrica sicaklik hayatta kalma ve dogurganlik iizerine de etkilidir
(Knapik, 2000).

Mutajen ve kanserojen bir madde olan ENU’ya denekler farkli duyarliliklar
gosterebileceginden, toksik olmayan ENU konsantrasyonlarini belirlemek énemlidir
(Justice, 2000). Zebra baligi ile yapilan bir arastirma da ¢esitli dozlar (0,5 mM, 1 mM,
2 mM, 4 mM ve 5 mM) kullanilarak yapilan deneyde, 4mM uygulanan grupta ki
baliklarin yaris1 61diigiinden letal doz 4mM olarak tespit edilmistir (Solnica-Krezel ve
ark., 1994).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Zebra bah@

Cyprinadae familyasinin bir iiyesi olan zebra baliginin iizerinde zebra ¢izgilerine
benzer hatlar vardir. Diger baliklarla ile uyumlu yasarlar. Disilerde karin oldukga
siskin ve tombuldur (Hisaoka ve Battle, 1958). Erkek zebra baliklarinin karinlar
disilere oranla daha diiz ve ince goériiniimdedir. Ayrica erginlesmis erkeklerin disiye
kiyasla anal yiizgecleri biiyiik ve disilerde genital papillalar daha belirgindir. Viicut

genel olarak glimiis rengindedir.

Tez galismasi kapsaminda Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii, Balik Yetistirme Laboratuvari’ndan temin edilen toplam 30 adet erkek zebra
balig1 kullanildi. Baliklar 48 saat dinlendirilmis musluk suyunda 14:10 saat
aydinlik:karanlik foto periyodunda, 28 °C sicaklikta, giinde 2 defa TetraPro Energy®
yem ile beslendi. Akvaryumlar siirekli olarak filtreli bir hava pompasiyla
havalandirildi ve temizlendi. Baliklarin her tiirlii bakim, temizlik ve besleme islemleri

diizenli sekilde yapildi.

3.1.2. ENU (N-Nitrozo-N-Etiliire)

Zebra baliklarinda deneysel etken olarak ENU Sigma-Aldrich marka ENU (N3385-
CAS number: 759-73-9) maddesi kullanildu.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney diizenegi

Tez calismasi igin Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvari
icerisinde bir akvaryum diizenegi kuruldu. 10x20x35 cm boyutlarinda 5 adet
akvaryum temin edildi. Akvaryumlardaki suyun sicakligi 25+£1°C olacak sekilde
sabitlendi ve siirekli hava motorlar1 ile oksijenlendirildi. Deney kapsaminda 1 kontrol
ve 4 deney grubu olmak tizere toplam 5 grup olusturuldu. Her grupta 6’sar erkek zebra
balig1 olmak tizere toplamda 30 erkek zebra baligi kullanildi. Kontrol grubu ve deney
gruplarinda, baliklar toplamda s1vi hacmi 4 litre olan akvaryumlara yerlestirildi. Iki
grup 0,25 mM’lik ENU maddesine bir saat maruz birakildi daha sonra igerisinde temiz
su bulunan akvaryumlara alindi. Diger iki grupta 0,50 mM’lik ENU maddesine bir saat
maruz birakildi ve sonrasinda temiz su bulunan akvaryuma alindi. Tiim deney gruplari
li¢ giin, igerisinde temiz su bulunan akvaryumlarda dinlendirildi. ENU maddesine bir
saat maruz birakilan 0,25 mM’lik iki gruptan biri alinarak tekrar bir saat 0,25 mM’lik
ENU maddesine maruz birakildi. Boylece 0,25 mM’lik bir doz grubu ENU maddesine
bir saat maruz kalirken diger grubu da toplamda iki saat ENU maddesine maruz
birakildi. Ayni sekilde 0,50 mM olan doz grubun da bu yol uygulandi. Tiim baliklar
histolojik analiz i¢in besinci giin sonunda anestezi uygulamasi ardindan diseksiyon
islemine alindi (Sekil 3.1.). Deney diizenegi, yapilan literatlir arastirmalari
dogrultusunda ve ¢alismanin giivenirligi i¢in biri 6n deneme olmakla birlikte 3 kez
tekrarlanarak toplamda 90 balik kullanildi. Disekte edilen testis dokulari rutin
histolojik islemlere tabi tutuldu. Yapilan 6n deneme, doz miktarinin uygunlugunun
belirlenmesi ve maddenin histopatolojik rutin etkisinin goriilmesi 6nemli oldugu i¢in

yapildi.



Deney Diizenegi
Toplam 30 Balik
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0.25 mM ENU'ya

1 Saat Maruz Birakilan
Grup

( Toplam 12 Balik)

Kontrol Grubu

(Toplam 6 Balik )

0.50 mM ENU'ya

1 Saat Maruz Birakilan
Grup

( Toplam 12 Balik )

Baliklar 3 Giin Boyunca
Temiz Su Icersinde
Tutulur.

Baliklar 3 Giin Boyunca
temiz Su Icerisinde
Tutulur.

1 Saat 0.25 mM ENU

Uygulanmasi
( Toplam 6 Balik)

Sekil 3.1. Deney diizenegi

3.2.2. Histolojik analizler

3.2.2.1. Fiksasyon

1 Saat 0,50 mM ENU
Uygulanmasi

(Toplam 6 Balik )

Bu calismada fiksatif olarak Bouin soliisyonu kullanilmistir. Alinan testis dokular

Bouin fiksatifinde 24 saat boyunca fikse edilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Bouin soliisyonunun hazirlanis

. Soliisyonun icerdigi . -
Soliisyonun Adi Maddeler Madde Miktar1 Uygulama Siiresi
Distile suda doyurulmus
pikrik asit 75 ml
Boui 24 saat
o %40 Formaldehit 25 ml s
Glasiyal Asetik Asit Sml




3.2.2.2. Dehidrasyon
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24 saatlik tespit islemini takiben, dokulardaki fazla suyun uzaklastirilmasi igin testis

dokular1 artan derecelerde (%70, %80, %90, %95, %100) etanol serilerinden (Tablo

3.2.) geirildi.

3.2.2.3. Seffaflastirma ve parafine gomme

Testis dokular artan alkol serilerinin ardindan 24 saat ksilolde bekletildi (Tablo 3.2.)

Amag dokularda bulunan alkol ile ksiloliin yer degistirmesidir. Dokular sivi parafin

icine konulup 60°C’de etiivde bir gece bekletildi ve ardindan testis dokulart siv1 parafin

icerisinde bloklara gomdiildii.

Tablo 3.2. Dehidrasyon, saflastirma ve parafine gomme takip serileri

Soliisyon Adi Soliisl)\f/;):(;l(;lelig: riE Mill(\;[:lg(:fnL) sl-ifegs‘??g“&i)
%95 ALKOL pranol 2 I
%100 ALKOL Etanol 100 1
%100 ALKOL Etanol 100 1
KSILOL 100 1
SIVI PARAFIN 60°C’de 1 Gece

3.2.2.4. Kesit Alma

Parafin bloklardan Leica marka doner mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler alind1.

Alinan kesitler su banyosuna konularak albumin mayer siiriilmiis lamlara alindi.
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3.2.2.5. Boyama

Testis dokular1 histopatolojik agidan degerlendirilmek iizere, Hemotoksilen&Eozin
(H-E) boyama yontemi ile boyandi (Tablo 3.3.). Hemotoksilen, hazir soliisyon olarak
Sigma-Aldrich marka (H3136-CAS number: 517-28-2) kullanildi. Eozin, hazir
soliisyon olarak Sigma-Aldrich marka (230251-CAS number: 15086-94-9) kullanildi.

Boyanan preparatlar Leica DM500 marka 1sik mikroskobu ile incelendi.

Tablo 3.3. Hemotoksilen & Eozin boyama yontemi

ISLEM UYGULAMA SURESI
Paraﬁnder} kurtarma %3 dk
Ksilol
Hidratasyon
¢ %100 ETANOL ;0‘151;
e %90 ETANOL
30 sn
e %70 ETANOL
Cesme suyu altinda 30 sn
Harris Hematoksilen 1 dk/50 sn
Distile su 4 dk
%95 Etanol 30 sn
Eozin 1 dk
%100 Etanol 2x1,5 dk
Ksilol 45 sn
Entellan ile kaplama




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kontrol Grubu

Isik mikroskobu incelemelerinde zebra baligi kontrol gruplarindan alinan testis
dokusunda ¢ok sayida seminifer tiibiil yapilarina rastland1 (Sekil 4.1.).
Spermatogenetik seriye ait hiicre kiimeleri goriildi. Spermatogonyum, primer

spermatosit, sekonder spermatosit, spermatit, sperm hiicreleri goriildii.

Spermatogenik hiicrelerin en biiyiikk boyutuna sahip olan spermatogonyumlar
genellikle solgun vezikiiler yapida oval sekilli bir ¢ekirdege, farkli yapida niikleer
membrana, graniiler sitoplazma yapisina sahipti. Primer spermatosit evresinde hiicre
hacminde kiiciilme izlendi. Spermatogonyuma gore orta biiyiikliikte bir hiicre
boyutuna, yogun bir ¢ekirdege ve belirsiz bir sitoplazmaya sahipti. Sekonder
spermatosit agamasinda biiyiik ¢ekirdekli hiicre hacminin primer spermatosite oranla
kiigiildiigii gozlendi. Spermatit asamasindaki hiicre boyutu spermatositlere oranla
belirgin diizeyde kii¢lildigli izlendi. Spermlerin seminifer tiibiil i¢inde merkezi
kisimda toplandiklar1 goriildii. Bu hiicrelerin koyu, yuvarlak cekirdekli oldugu ve

sitoplazmalarinin secilemedigi tespit edildi.
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Sekil 4.1. Kontrol Grubunda Test'is Dokusu Genel Yap1s1 Sperm (S), sermatogonyum (SG), primer spermatosit
(PS), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40

4.2. ENU Maddesi ile Bir Saat Maruz Kalan Dozlar
4.2.1. 0,25 mM ENU maddesi uygulanan grup

Kontrol grubu ile 0,25 mM ENU maddesi uygulanmis deney gruplar
karsilastirildiginda; seminifer tiibiil yapilarin bozuldugu ve sinirlarin kayboldugu
goriildi (Sekil 4.2.-4.3.-4.4.). Seminifer tiibiillerde vakuolizasyon tespit edildi (Sekil
4.2-4.3-4.4). Tibiller aras1 bazal laminada kalinlagsma gozlendi (Sekil 4.3.-4.4.).
Spermatogenetik hiicre kiimelerinin sinirlart tam olarak secilemedi (Sekil 4.2.-4.3.).

Bazi spermatogonyum hiicrelerinde ve primer spermatosit hiicrelerinde hipertrofi

gorildi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.2. 0,25 mM ENU’a bir sat maruz kalan zera bahl testis dokusu.Seminfer tiibiil btinligiinin
bozulmasi (dort kdseli y1ldiz), seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), sperm (S), spermatogonyum (SG),
primer spermatosit (PS), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40.

Sekil 4.3. 0,25 mM ENU’ya bir saat maruz kalan zebra balig1 testis dokusu. Seminifer tiibiillerde vakualizasyon
(V), seminifer tiibiiller arast bag dokusu artis1 (ok), spermatogonyum hiicresinde hipertrofi (¢ember),
primer spermatosit hiicrelerinde hipertrofi (kare), sperm (S), spermatogonyum (SG), primer spermatosit
(PS), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40.
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» W
Sekil 4.4. 0,25 mM ENU’ya bir saat maruz kalan zebra balig1 testis dokusu. Seminifer tiibiillerde vakualizasyon
(V), seminifer tiibiiller arasi bazal lamina kalinlagmasi (ok), sperm (S), spermatogonyum (SG), primer
spermatosit (PS), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40.

4.2.2. 0,50 mM ENU maddesi uygulanan grup

0,50 mM 1 saatlik ENU maddesi uygulanmis deney grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda; seminifer tiibiil biitiinliigiiniin bozuldugu, vakuolizasyonun arttig1
gozlendi (Sekil 4.5.-4.6.). Seminifer tiibiiller aras1 bazal laminanin arttig1 goriildii
(Sekil 4.5.). Spermatogonyum hiicrelerinde hipertrofi izlendi (Sekil 4.5.). 0.25 mM 1
saatlik doz grubuna kiyasla piknotik hiicrelerde artis tespit edildi (Sekil 4.5.-4.6.).
Spermatogonyum hiicrelerinde ve primer spermatositlerde azalma goriildii (Sekil 4.6.).
Ayrica spermatogenetik hiicre kiimelerinin sinirlarinda bozulmalar gozlendi (Sekil

4.6.).
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Sekil 4.5. 0,50 mM ENU’ya bir saatlik maruz kalan zebra balig1 testis dokusu. Seminifer tiibiillerde acilma (yildiz),

spermatogonyum hiicresinde hipertrofi (¢ember), piknotik hiicre (kare), seminifer tiibiiller aras1 bazal
laminada artis (ok), sperm (S), primer spermatit (PS), spermatogonyum (SG), H&E Boyama, x40.

Qa

Sekil 4.6. 0,50 mM ENU’ya bir saatlik maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiil biitiinliigliniin bozulmasi,
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), spermatogenetik hiicre kiimelerinin sinirlarinda bozulma (ok),
spermatogonyum hiicrelerinde (SG) ve primer spematositlerde (PS) azalma, piknotik hiicrelerde artma
(cember), sperm (S), primer spermatosit (PS), Sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40.
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4.3. ENU Maddesi iki Saat Maruz Kalan Dozlar

4.3.1. 0,25 mM ENU maddesi uygulanan grup

Iki saat 0,25 mM ENU’ya maruz kalmis deney grubuyla bir saat 0,25 mM maruz kalan
testis dokusunu karsilastirdiginda, seminifer tiibiil biitiinligliniin bozulmas1 ve
seminifer tiibiillerde vakuolizasyonlar daha belirgindi (Sekil 4.7.-4.8.-4.9.). Ayrica
piknotik hiicrelerin varligi tespit edildi (Sekil 4.8.-4.10.). Seminifer tiibiil kaynagmasi
goriildi (Sekil 4.7.-4.8.-4.9.-4.10.) 0,25 mM 1 saatlik gruba kiyasla seminifer tiibiilde
acilmalar tespit edildi (Sekil 4.7.). Baz1 seminifer tiibiillerde spermatogenetik seriye
ait spermatogonyum ve sekonder spermatosit kiimelerinde azalmalar izlendi (Sekil
4.8.). Baz1 sekonder spermatosit hiicrelerinde hipertrofi goriildii (Sekil 4.8.). Yer yer
hiicre kiime simir gruplarinin kaynasmis oldugu tespit edildi (Sekil 4.9.).
Spermatogonum hiicrelerinde ve primer spermatosit hiicrelerinde genel olarak
hipertrofi tespit edildi (Sekil 4.9). Seminifer tiibiiller aras1 alanda kanlanma izlendi
(Sekil 4.10.). Apoptoza ugramis spermatogonyum hiicresi gorildii (Sekil 4.10.).
Sperm hiicresinde artis izlendi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.7, ,25 mM ENU’ya iki saatlik ruz alan ebra balig1 testis dokusu. Sminif tiibiillerde agilma (Y1ldiz),
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), seminifer tiibiil kaynasmasi (ok), sperm (S), spermatogonyum
(SG), primer spermatosit (PS), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), H&E Boyama, x40.

¥

Sekil 4.8. 0,25 mM ENU’ya iki saat maruz kalan zebra baligi testis dokusu. Spermatogonyum ve sekonder
spermatosit hiicrelerinde azalma, seminifer tiibiillerde birlesme (dort koseli yildiz), piknotik hiicreler
(cember), sekonder spermatosit (SK) hiicrelerinde hipertrofi (kare), spermatit (ST), sperm hiicresi (S),
primer spermatosit (PS), H&E Boyama, x40.
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Sekil 4.9. 0,25 mM ENU’ya iki saat maruz kalan zebra balig: testis dokusu. Seminifer tiibiillerde birlesme (dortlii
yildiz), bazi hiicre kiimelerinin sinir gruplarinda kaynagma (Ok), spermatogonyum hiicresinde hipertrofi
(¢ember), seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), spermatit (ST), sekonder spermatosit (SK), sperm
hiicresi (S), primer spermatosit (PS), H&E Boyama, x40.

Sekil 4.10. 0,25 mM ENU’ya iki saat maruz kalan zebra baligi testisi dokusu. Seminifer tiibiillerde birlesme (dortli
yildiz), seminifer tiibiiller arasi alanda kanlanma (dikdortgen), piknotik hiicreler (Ok), apoptoza
ugramig spermatogonyum hiicresi (¢ember), sperm hiicresinde artis (S), primer spermatosit (PS),

Leydig Hiicresi (L) H&E Boyama, x40.
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4.3.2. 0,50 mM ENU maddesi uygulanan grup

0,50 mM 2 saatlik ENU ‘ya maruz kalan gruplarda ise seminifer tiibiillerde
vakuolizasyon ve dejenerasyonlarin diger doz gruplarna gore daha ileri boyutta
oldugu gozlendi. Genel olarak seminifer tiibiillerde yapisal bozulma ve birlesme
goriildi (Sekil 4.11.-4.12.4.13.). Seminifer tiibiiller i¢i alanda vakuolizasyon diger doz
gruplaria gore siddetli oldugu tespit edildi (Sekil 4.11.-4.12.-4.13.). Bag dokuda
kanlanma izlendi (Sekil 4.12.). 0,50 mM ENU 1 saatlik doz grubuna goére bazal
laminada meydana gelen kalinlasmanin daha belirgin oldugu goriildi (Sekil 4.11.-
4.12.-4.13.). Primer spermatosit sayisinda artis izlendi (Sekil 4.11.). Leydig hiicresinde
hipertrofi tespit edildi (Sekil 4.12.). 0,50 mM 1 saatlik doz grubuna kiyasla sekonder
spermatosite ait hiicrelerde ve spermatogonyum hiicrelerinde belirgin azalma izlendi

(Sekil 4.13.).

dejenerasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizayon (yildiz), seminifer tiibiillerde birlesme (dortlii yildiz),
primer spermatosit sayisinda artig (PS), bazal laminada kalinlagma (ok), sperm hiicreleri (S),
spermatogonyum hiicreleri (SG), H&E Boyama, x40.
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. o
Sekil 4.12. 0,50 mM ENUya iki saat maruz kalan zebra balig1 testisi dokusu. Seminifer tiibiillerde yapisal birlesme
(dortli yildiz), seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), bazal laminada yer yer kalinlagma (ok), Leydig
hiicrelerinde hipertrofi (¢ember), bag dokuda kanlanma (kare) sperm hiicreleri (S), spermatogonyum

hiicreleri (SG), H&E Boyama, x40.

dejenerasyon, sekonder spermatositlerde (SK) ve spermatogonyum (SG) hiicrelerinde azalma,
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (V), seminifer tiibiillerde agilma (Y1ldiz), bazal laminada yer yer
kalinlagsma (ok), sperm hiicreleri (S), H&E Boyama, x40.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Baliklarin iireme potansiyeli ile ilgili yapilan arastirmalarda histolojik incelemeler
biiylik bir 6neme sahiptir. Ayrica gonadlarla ilgili yapilan ¢aligmalarda gonadlarin
histolojik yapisinin kirlilige duyarli oldugu tespit edilmistir. Gonadlarda gozlenen
yapisal ve histolojik, fizyolojik degisimlerle kirlilik miktarlar1 arasindaki baglantilar,

ortamdaki kirlilik seviyelerinin belirlenmesinde énemlidir (Onen ve Ugiincii, 2015).

Bu calismada N-Nitrozo bilesiklerinden biri olan N-Nitrozo-N-Etiliire (ENU)
maddesinin zebra baliginin testis dokulari tizerindeki histolojik etkileri arastirilmistir.
ENU maddesi uygulan zebra balig1 testis dokusunda uygulanan doz miktariyla orantili
olarak, seminifer tiibiillerde dejenerasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon,
seminifer tiibiillerde ac¢ilma, seminifer tiibiil biitinliiglinin  bozulmasi,
spermatogenetik seride yer alan hiicre kiimelerinde sinirlarinin ve dagilimlarinin
bozulmasi, seminifer tiibiil alanda kanlanma, bag dokuda kanlanma, spermatogenetik
hiicre sayilarinda azalmalar, spermatogenik hiicre gruplarinda vakuolizasyon, bazi
hiicrelerde hipertrofi ve spermatogonyum hiicrelerinde apoptoz goriilmiistiir. Ayrica
seminifer tiibiil ¢cevresindeki bazal laminada kalinlasma, doz grubuna bagl olarak

sperm sayisinda artig ve yer yer piknotik hiicrelerde tespit edilmistir.

ENU’nun kanserojen etkisinin gérmek i¢in yapilan bir ¢alismada, zebra baliklar1 2,5
mM veya 3,0 mM ENU ile maruz birakilmistir. Calisma sonucunda ENU’nun zebra
baliginda epidermal papillomlar (deri ylizeyinde ¢ikintilar) gelistirdigi gézlenmistir.
Bu calisma zebra baliklarinin, deri tiimorlerinin incelenmesi i¢in deneysel bir model

olarak uygulanabilirligini ortaya konulmustur (Beckwith ve ark., 2000).

Oreochromis niloticus (Nil tilapi) ve Lates niloticus (Nil levregi) baliklarinin belirli
miktarlarda bazi agir metallere (Fe, Zn, Cu, Pb, Cd ve Co) maruz kalmasi sonucu,

solungag, bagirsak, testis, kalp gibi organlarinda histolojik degisimler tespit edilmistir.
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Bu c¢aligmaya gore agir metallere maruz birakilan Oreochromis niloticus ve Lates
niloticus baliklarinin testis dokularinda seminifer tiibiillerde dejenerasyon, sperm
sayisinda azalis ve nekroz alanlar1 tespit edilmistir (Mohamed, 2008). Bizim
calismamiz ve bu c¢alisma sonucglari g6z Oniine alindiginda, farkli kimyasal
maddelerin, agir metallerin ve kirleticilerin testis dokusunda histopatolojik etkiler

ortaya koydugu goriilmiistiir.

Di (2-etilheksil) ftalatin (DEHP) erkek zebra baliklarinin (Danio rerio) iireme sagligi
tizerindeki etkilerini arastiran bir caligmada zebra baliklarina intraperitonal
enjeksiyonla 10 giin boyunca 0,5, 50 ve 5000 mg/kg DEHP ile maruz birakilmistir.
Yiiksek DEHP konsantrasyonlarina maruz kalmanin yetiskin zebra baliklarinda
spermatogenezi bozdugunu ve bunun sonucunda tedavi edilmeyen disiler tarafindan
olusturulan oositlerin dolleme yeteneginin azaldigini gostermistir. 50 ve 5000 mg/kg
DEHP’e maruz kalma, testiste spermatogonez oranmin azalmasi ve spermatozoa
oraninin artmasi dahil olmak iizere, spermlerin spesifik gelisimlerinin farklh
asamalarinda germ hiicrelerinin oraninda degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir
(Uren-Webster ve ark., 2010). Bu ¢alisma ile bizim ¢alismamiz karsilastirildiginda,
uygulanan kimyasallarin artan doza bagl olarak etkisini arttirdig1 ve germ hiicreleri
sayillarinda  degisiklikler meydana getirmesi bakimindan benzer sonuglar

gostermektedir.

ENU maddesine maruz birakilan ot sazanimnin (Ctenopharyngodon idellus) sperm
hiicreleri iizerine mutajenik etkisini arastirmak i¢in yapilan bir calismada, ENU
maddesi uygulanan balik sperm hiicreleri ile dollenme sonucu meydana gelen ve
gelisen embriyolarda, morfolojik olarak anormal degisikliklerin ve embriyo gelisimi
tizerinde artan dozlara oranla belirgin etkilerin oldugu goriilmiistiir. Ot sazanlarinda
ENU maruziyetinin neden oldugu baskin fenotipler, sinir sistemi ve i¢ organ gelisimi
gibi embriyonik gelisim siire¢lerinin bozulmasina neden olmustur. Morfolojik olarak,
kisa omurga, carpik bir kuyruk, kiigiik kafa ya da kafa olmamasi, sinir sistemi
anormallikleri olarak da kalbin yer degistirmesi ve perikardiyal bosluk tespit
edilmistir. Bunun sebebi olarak da artan ENU dozu ile dldiiriicii mutasyon dozunun

dogru orantili oldugu goriilmiistiir (Jiang ve ark., 2011). Bizim calismamizda ENU
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konsantrasyonun artmasiyla testis dokusunda meydana gelen, seminifer tiibiil alanda
kanlanma, spermatogenetik hiicre sayilarinda azalmalar, spermatogenik hiicre
gruplarinda vakuolizasyon, baz1 hiicrelerde hipertrofi ve spermatogonyum

hiicrelerinde apoptoz gibi histolojik deformasyonlar1 ortaya konmustur.

Deltametrin maddesi uygulanan Xiphophorus helleri (Kiligkuyruk balig1) testis
dokularinda meydana gelen histopatolojik etkileri inceleyen bir ¢alismada,
Xiphophorus helleri 72 saat boyunca 0,02 ppm ve 0,04 ppm konsantrasyonlarinda
deltametrin maddesine maruz birakilmistir. Baliklarin testis dokularinda kontrol
grubuna gore cesitli bulgulara rastlanmistir. Konsantrasyon artigina bagli olarak deney
gruplarinda sperm hiicrelerinde azalma, seminifer tiibiillerde dejenerasyon izlenmistir
(Yon ve ark., 2012). Ortaya c¢ikan sonuglar bu calismadaki sonuglar ile benzerlik

gostermektedir.

Ham petroliin suda ¢oziinebilen kisimlarinin Xiphophorus helleri (Kiligkuyruk baligr)
testis dokusundaki akut etkilerinin ortaya kondugu bir calismada, %10, %20, %40
konsantrasyonlarda ve 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle ham petroliin suda ¢oziinebilen
kisimlarina, maruz birakilan kili¢ kuyruk baliginin, konsantrasyon ve maruziyet siiresi
artisina paralel olarak tiim deneme gruplarinin, testis dokusunda yaygin hemoraji
(kanama) ve vakuolizasyon, seminifer tiibiillerde ayrilma, nekroz, Sertoli hiicrelerinde
artis, yer yer kiimelenme tespit edilmistir (Onen ve Ugiincii, 2015). Bu calisma ile
ortaya c¢ikan sonuglar bizim c¢alismada buldugumuz sonuglarla benzerlik

gostermektedir.

Bisfenol A (BPA) maddesine 14 giin boyunca maruz kalan zebra baliginin testislerinde
morfolojik degisiklikler meydana gelmistir. Sertoli hiicrelerin yiizdesinde bir artis ve
belirli bir konsantrasyondan sonra (100 pg /L) izlenen iireme hiicrelerinin yiizdesinde
belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda testislerde meydana
gelen morfolojik degisiklikler, BPA’'nin artan konsantrasyona bagli olarak, bag
dokusunda kalinlagma ve kan damarlar1 goézlenmistir. (Lora ve ark., 2016). BPA ile
yapilan calismadaki sonuglar ile bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuclar bag

dokusunun kalinlagsmas: yoniinden benzerlik gostermektedir. Ayrica artan doz
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miktarlaria bagli olarak baligin iireme saglig izerinde olumsuz etkilerinin oldugunu

da ortaya koymustur.

Titanyum dioksit (TiO2) maddesi kullanarak yapilan bir ¢alismada, zebra baligina
uygulanan doz gruplarinin artisina bagli olarak testis dokusunda, spermatagonyum ve
spermatosit hiicrelerinde azalma, artan dozla birlikte seminifer tiibiillerde bozulma,
parcalanma, diisiik dozlarla (1 mg/L) karsilastirildiginda bu histopatolojik etkilerin
artan diizeyde oldugu tespit edilmistir. Yiiksek doza (4 mg/L) maruz kalan zebra balig1
testis dokularinda ise spermatogontum, spermatosit ve spermatit hiicrelerin azaldigi
goriilmiistiir. Semifer tlibiiller arasindaki bag dokunun kayboldugu gozlenmistir
(Akbulut ve Yon, 2016). Bu calismada ortaya ¢ikan sonuglar ile tez ¢calismamizdan
elde ettigimiz sonuglar karsilagtirildiginda, artan doz miktarlarina bagl olarak dokuda

meydana gelen histopatolojik etkiler paralellik gostermektedir.

Bisfenol A (BPA) veya 17-estradiol (E2) maddeleri kullanilarak yapilan bir calismada
bir deniz balig1 olan Cynoglossus semilaevis'in (Tek dil balig1) karaciger ve testis
dokulart tizerindeki etkileri arastirilmisti. 100 mg/kg BPA uygulanan testis
dokularinda hafif ve orta derecede hasar belirtilmis, 200 mg/kg BPA’ya maruz kalan
C. Semilaevis’in testislerinde ileri diizeyde hasar tespit edilmistir. 100 mg/kg BPA' ya
maruz kalan C. semilaevis'in testislerinde sigsmis Sertoli hiicreleri, sperm sayisinda
artis ve pargalanmis kuyruk yapisi tespit edilmistir. 200 mg/kg BPA’ya maruz birakilan
Cynoglossus semilaevis'in testis dokularinin seminifer tiibiillerinde dejenerasyon,
atrofi (kiiclilmiis) olan bazi1 hiicreler, dejenere olmus Leydig hiicreleri, ¢6zlinmiis hiicre
zar1 ve deforme olmus spermler tespit edilmistir. 10 mg/kg E2’ye maruz birakilan
Cynoglossus semilaevis'in testis dokularinda koyu renkli, bazofilik ¢ekirdekler, sismis
hiicreler, sperm baglarinin neredeyse tamamen deforme oldugu ve kuyruklarin
kivrildigr tespit edilmistir. Bu calisma ayni zamanda dozu arttirilan maddelerin
kimyasal yapisina bagl olarak dokularda olusturdugu toksitite etkisinin de arttirdigini
gostermektedir (Li ve ark., 2017). Bu calismadaki sonuglar ile bizim ¢alismamizdan
elde ettigimiz sonuglar, konsantrasyonlarin artmasina bagli olarak, sperm sayisinda
artis, seminifer tiibiillerde dejenerasyon olmasi gibi olumsuz etkileri ydniinden

benzerlik gostermektedir.
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Cesitli tirtinlerde koruyucu olarak yaygin sekilde kullanilan Metil parapen (MP) zebra
balig1, yari statik durumda 21 giin boyunca dért (0.001, 0.01, 1 ve 10 mg L) farkli
doz grubu olarak maruz birakilmistir. Calisma sonucunda testis dokusunda, genel
testikiiler atrofi, cok ¢ekirdekli germ hiicreleri, bozulmus germ hiicresi, proliferasyon,
Leydig hiicresinde hiperplazi, interstisyel fibroz ve Sertoli hiicrelerinde apoptozis

olustugu tespit edilmistir (Hassanzadeh, 2017).

Semicarbazide (SMC) maddesinin zebra balig1 lireme sistemi {izerindeki etkilerini
inceleyen bir ¢alismada, zebra baliklarina 28 giin boyunca 4 doz grup seklinde (1, 10,
100 ve 1000 g/L) SMC’ye maruz birakilmistir. 10 g/L’ye esit veya daha az dozlarda
SMC' ye maruz kalan baliklarda, kontrol grubuna kiyasla farkliliklar tespit
edilmemistir. Ancak 100 g/L doz grubunda, yogun sekilde paketlenmis spermler,
seminifer tiibiillerde bosluk olusumu gozlenmistir. 1000 g/ SMC'ye maruz kalan
baliklarda ise az sayida sperm gozlenirken, spermatositlerin diizensizlestigi ve testis
dokusunda dejenerasyon tespit edilmistir (Yu ve ark., 2017). Artan dozla orantili
olarak testis dokusunda meydana gelen doku harabiyeti, bizim ¢alismamizda artan doz

oranina bagli olarak elde etigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Zebra baliklart (Danio rerio) 5 giin boyunca farkli dozlarda mancozeb (5 ppm, 7,5
ppm) maddesine maruz birakilarak testis dokusuna etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda seminifer tiibiillerde dejenerasyonlar, seminifer tiibiil seklinde bozulma
tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerde birlesmeler goriilmiistiir. Tibiil yapilarinda
acikliklar ve sperm hiicre sayisinda artis gézlenmistir. Leydig hiicrelerinde, sperm
hiicrelerinde ve spermatogenik hiicre gruplarinda vakuolizasyonlar izlenmistir. Ayrica
spermatogenik hiicre gruplarinda yapisal biitiinliigiin bozuldugu ve tiibiil yapilarinin
spermlerle dolu oldugu tespit edilmistir (Giirol, 2019). Mancozeb ile yapilan calisma

sonuglart ile bizim ¢alismamizin sonuglar1 benzerlik gostermektedir.

Gilinlimiizde ¢esitli siis bitkileri, meyve agaglar1 ve sebzelerde olabilecek bdcekleri
uzaklastirmak, ar1 kovanlarinda bulunan parazitleri kontrol etmek amaciyla peptisit
olarak kullanilan Fluvalinate maddesi ile yapilan bir ¢alismada farkli dozlara (8 pg/l,

16 pg/l) maruz birakilan zebra balig1 testis dokusuna etkileri incelenmistir. Calisma
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sonucunda Fluvalinate’a maruz birakilan zebra balig1 testis dokularinda; seminifer
tiibiil yapilarinda bozulmalar, bag dokusunda artis, spermatogenez serisinde yer alan
spermatogonyum hiicrelerinin azaldig1 tespit edilmistir (Oztiirk, 2019). Bu ¢alisma

sonuglar1 bizim yaptigimiz ¢caligma sonuglariyla paralellik géstermektedir.

Sonug olarak; farkli kimyasal maddelerin testis dokusu iizerinde doz artiglarina bagl
olarak histopatolojik bulgularin belirginlestigi tespit edilmistir. Bu calismada da
kullanilan N-Nitrozo bilesiklerinden biri olan N-Nitrozo-N—Etiliire’nin (ENU)
mutajenik ve kanserojenik bir madde olmasi yapilan farkli ¢alismalarla ortaya
konmustur. Ancak bu ¢alismayla birlikte zebra balig testis dokusunda meydana gelen
histopatolojik bulgular da tespit edilmistir. Artan dozlarla orantili olarak testis
dokusunda meydana gelen degisiklikler, Nitrozo bilesiklerinin canlilar i¢in risk
olusturan bilesikler iginde oldugunu gostermistir. Sonuglarimiz ENU’nun etki
mekanizmasinin desteklenmesi noktasinda literatiire katki saglayacaktir. Balik testis
dokusunda meydana gelen histopatolojik etkiler, omurgalilarin  gelisim
mekanizmalarina iliskin bilgileri tamamlayacak ve zenginlestirecektir. Bu bakimdan
nitrozo bilesiklerine maruz kalinabilecek yerlerde, ekotoksikolojik risk analizlerinin
belirli araliklarla yapilmasi, gida katki maddelerinin kontrollerin saglanmasi ve saglig
riske atmayacak seviyelerde tutulmasi, halki nitrozo bilesiklerine kars1 bilinglendirme
calismalar1 sagligimiz agisindan 6nemli bir adim olacaktir. N-Nitrozo bilesiklerinin

infertiliye neden olabilecegi g6z 6niinde bulundurularak yeni ¢aligmalar yapilmalidir.
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