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OZET

Anahtar kelimeler: Endothall, histoloji, histopatoloji, ovaryum, zebra balig

Endothall, sucul yabanci otlarin kontroliinde kullanilan bir herbisittir. Her ne kadar
hem toksisite hem de ¢evresel kaliciligi ele alinan ¢esitli Endothall formiilasyonlari
ile farkli caligmalar yapilmis olsada, etkisi arastirilmakta olan bir herbisittir. Bu
maddelerin sucul ekosisteme karigmasi sonucu sucul canlilar tizerinde de istenmeyen
etkiler olusabilmektedir.

Bu c¢alismada bir haftalik adaptasyon siirecinden sonra disi zebra baliklari, bir
kontrol ve 3 deney grubu olmak tizere (0,1 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L) 4 gruba
ayrilmistir. 5 giin maruziyetten sonra ovaryum dokusu rutin histolojik islemlere
tutuldu. Kesitler Hematoksilen-Eozin, Masson-Trikrom ve PAS boyama ile boyandi.
Sonuglar 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

0,1 mg/L 0,5 mg/L ve 1 mg/L Endothall uygulanmis gruplarda ortak olarak kromatin
materyalinde yogunlagsmalar, zona radiata ve folikiiler epitel arasi ayrilmalar
vakuolizasyonlar ve c¢ekirdek¢ik diizensizlikleri gozlenirken 0,1 mg/L Endothall
uygulanmis grupta diger dozlardan farkli olarak ¢ift ¢ekirdek olusumu gozlendi. Doz
artimu ile paralel olarak bag dokusunda olusan hasar belirginlesdi.

Sonug¢ olarak ovaryum yapisinda gozlenen bu histopatolojik bozulmalar ile
Endothall’in tiremeyi olumsuz yonde etkiledigi gosterildi.
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HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF ENDOTHALL ON
OVARIES TISSUE OF ZEBRAFISH

SUMMARY

Keywords: Endothall, histology, histopathology, ovaries, zebrafish

Endothall is a relatively water-soluble contact herbicide, primarily used to control of
submerged weeds. Although many studies have been done with various endothall
formulations that address both toxicity and environmental fate and persistence, it is
still a herbicide under investigation for its effect. At the same time, herbicides are
mixing with groundwater and affect the ecosystem in the water. There are some
consequences of mixing these substances into the aquatic ecosystem.

In this study, after one week of adaptation period female zebra fish were divided into
4 groups as one control and 3 experimental groups (0.1 mg/L, 0.5 mg/L and 1 mg/L).
Ovaries were dissected after 5 day of the exposure. Tissues were fixed with bouin
solution and dehydration were carried out in ascending series of ethanol. Tissues
were cleared in xylene, embedded in paraffin wax and cut into 5 um sections with a
microtome. The sections were stained with Hematoxylin-Eosin, Masson-Trichrome
and PAS. Results were evaluated with light microscope.

Endothall (0.1 mg/L, 0,5 mg/L and 1 mg/L) exposed group; common condensation in
chromatin material, separations between zona radiata and follicular epithelial,
vacuolization and irregularities on nucleolus observed. In 0.1 mg/L Endothall group
as double nuclei were observed, unlike other doses. Parallel to dose increase, severe
damage in connective tissue was observed.

As a result, the histopathological deterioration observed in the ovarian structure
showed that Endothall had a negative effect on reproduction.
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BOLUM 1. GIiRiS

Zebra baligi (Danio rerio), dayamikli bir tiir olmalari, kolay bulunabilmesi,
laboratuvar ortaminda kolay beslenebilmesi ve c¢ogalmasi, yiiksek fekondite
gostermesi (ergin disiler haftalik araliklarla ylizlerce yumurta birakir), dis
dollenmeyle liremesi, yumurta ve embriyolarinin saydam olusu, yumurta ve larva
gelisiminin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa olmasi ve toksik ajanlara
kars1 embriyolarinin  duyarli olmast bakimindan histoloji ve toksikoloji

calismalarinda oldukga sik kullanilan bir model organizma olmustur.

Aktif madde Endothall asidin ortak adi olan Endothall hem karasal yabani ot hem de
su altt bitkisinin kontroliinde kullanilan bir herbisit tiirtidiir. Bunun disinda
yumusak¢a ve alglerin kontrolii ic¢inde kullanilmaktadir. Endothall’in canlilar
tizerindeki toksisitesi ile ilgili glincel bilgi bulunmamakla birlikte ayn1 zamanda
toksisitesini tam olarak ortaya koyan ¢aligmada bulunmamaktadir. Kullanim alanina
bagli olarak Endothall ve diger pek ¢ok pestisit hem karasal hem de sucul ekosistemi
kontamine etmekte ve bu ekosistemdeki canlilar1 tehlikeye atmaktadir. Ayrica

pestisitlerin yarattig1 bu toksik etki canlilarin tiremesini de etkilemektedir.

Ovaryum yapist bir tiiriin devamlilig1 i¢in gerekli olan gonad yapilarindandir. Ureme,
tiri devam ettirme ve saglikli doller vermek i¢in gonad yapilarinin herhangi bir
anomali gostermemesi gerekmektedir. Bu nedenle herhangi bir tiirlin histopatoloji
caligmalarina iliskin arastirmalarda gonad yapisinin 6ncelikli incelenmesi agiktir.
Gonad histolojisi agisindan 0Ozellikle ovaryum yapist ilgi ¢ekmektedir. Zebra
baliginin ovaryum yapist ile ilgili histolojik oldukc¢a ¢ok calisma olmasina karsin

Endothall ile yapilan ¢alisma bulunmamaktadir.



Bu aragtirma ile 0,1 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L Endothall uygulanmis (5 giin) zebra
balig1 ovaryum yapisi incelenmistir. Standart histolojik islemler uygulanan ovaryum
yapist Hematoksilen-Eozin, Masson-Trikrom ve PAS boyama yontemi uygulanarak
151k mikroskobunda incelenmis ve maruziyet sonrasi meydana gelen histopatolojik

bulgular tespit edilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Zebra Bah@mn Genel Ozellikleri

2.1.1. Zebra bah@imin morfolojisi

Cyprinidae familyasina ait olan zebra balig1, dogal yasam ortami Hindistan, Pakistan,
Banglades ve Gilineydogu Himalayalar olan tropikal bir baliktir [1]. Boylar
erginlerde 5-6 cm’ye kadar ulasabilir. Erkekler disilerden daha ufaktir ve karinlari
diizdiir. Bu nedenle disiye oranla daha ince goriiniirler. Viicutlar1 temelde giimiis
renklidir ve boydan boya, kuyruga kadar devam eden 7 ile 9 arasinda mavi ¢izgilere
sahiptir. Hareketli bir balik tiiriidiir ve siirii halinde yasarlar. Disilerin karinlari
erkeklere gore daha siskindir ve erkeklere gore daha irilerdir (Sekil 2.1.). Erkekler ise
daha ince bir yapiya sahiptirler [2].

Sekil 2.1. Disi zebra balig1

Zebra baliklar1 su sicakligi bakimindan genis bir yelpazede yasayabilir. 18- 30 °C
araliginda bir sorun olmadan hayatin1 siirdiirebilmektedir. Zebra baliklarinin

iiremeleri oldukga kolaydir. Uremeleri i¢in ideal sicaklik 26-28 °C’dir [2].



2.1.2.Model organizma olarak zebra baligimin avantajlar

Sucul omurgalilar ¢cevreden yayilan cesitli stres faktorlerine diger canlilardan daha
fazla maruz kalmalarindan dolayr baliklarla ilgili yapilan ekotoksikolojik
arastirmalar oldukca 6nemlidir [3]. Zebra baligi, birgok ¢alismada kullanilan énemli
bir omurgali modelidir ve bu canliyla ¢alismanin pek ¢ok avantaji vardir. Zebra
baliklari, dayanikli bir tiir olmalarinin yani sira kolay bulunabilmesi, laboratuvar
ortaminda kolay beslenebilmesi ve ¢ogalabilmesi, yiiksek fekondite gostermesi
(ergin disiler haftalik araliklarla yiizlerce yumurta birakir), dig déllenmeyle tiremesi,
yumurta ve embriyolarinin saydam olusu, yumurta ve larva gelisiminin kolay
izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa olmasi ve toksik ajanlara embriyolarinin
duyarli olusu bakimindan toksikoloji g¢alismalarinda oldukga sik basvurulan bir
model organizma olmustur [4, 5]. Farmakolojik c¢alismalarda da siklikla

kullanilmaktadir [6].

Ote yandan son zamanlarda zebra balig1 insan ve diger omurgalilarin hastaliklarmin
aragtirtlmasinda miilkemmel bir model organizma olarak kullanilmaktadir. Bunun
nedenleri, zebra balig1 ile insan ve diger omurgalilarin genom yapilarinin benzer
olusu, en 6nemlisi insanlarda bulunan tiimor baskilayici genin (sitokrom P450 grubu)

Zebra baliginda da kesfedilmis olmasidir [7].

Omurgasizlar hayvanlarda iskelet, karaciger, bobrek, cok odali kalp ve notokord gibi
omurgalilara 6zgii yapilarin ve organ sistemlerinin olmamasi nedeniyle insana ait
birgok hastalik incelenemez. Omurgali modelleri bu bozukluklar1 incelemek igin
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fare genomik homolojiden, anatomi ve

fizyolojiye kadar bir¢ok seviyede insanlarla ¢arpici benzerlikler paylasmaktadir [8].

Uretim ve yetistirilmesinin zorlugu géz oniine alindiginda giizel bir alternatif olan
zebra balig1 kolay ve rahat iiretimiyle birlikte bircok avantaj sunarak giiclii bir model

organizma haline gelmistir.



2.1.3.Zebra bah@ ovaryum histolojisi

Zebra baliginda ovaryum gelisiminde 4 asama bulunmaktadir. Bunlar sirasi ile;

Primer oosit, kortikal alveolar oosit, vitellojenik oosit ve olgun oosittir.

Primer oosit (Birincil oosit); Oosit gelisiminin ilk adimi “birincil oosit agamas1”
olarak adlandirilir. Bu evrenin baglangi¢ asamasinda, nispeten kiiclik oositler
cogunlukla kiiresel bigimdedir. Cekirdek olmadiginda ooplazma yogun sekilde
boyanir. Oositler genisledikge, niikleoluslarin ¢evresel olarak yonlendirilmis bir ¢izgi

olusturdugu kolayca goriilmektedir [9].

Kromatin materyalleri hem kiigiik hem de nispeten biiyiik oositlerde agik¢a goriiliir.
Ozellikle biiyiik olanlar igin folikiiler epitel gozlensede, diger tabakalarin ayrimini

yapmak miimkiin degildir [9].

Kortikal alveoler oosit (Kortikal-alveoler evre); oosit gelisiminin ikinci basamagidir.
Oositlerin ¢apr artarken, ilk olarak ooplazmanin periferik bolgesinde kortikal
alveoller ortaya ¢ikmis ve periferik bir sira olusturmak icin sayica artmis, bu sekilde
oositler alveollerle doludur. Sonug olarak kortikal alveollerin yogunlagsmasi sonucu
oosit ¢cap1 genislemektedir. Cekirdek diizensizdir. Niikleoluslarin ¢ogu, niikleer zarin
i¢ smirmna baglanmistir.  Folikiiler tabakalar kalinlasmis ve zona radiata

belirginlesmistir [9].

Vitellojenik oosit (Vitelojenik evre); olarak adlandirilan tiglincli asamada, oositler
daha genislemis ve maksimum boyutlarina ulasmistir. Goriiniiste heterojen olan
damlaciklar biriktirmis ve periferik bolgeye dogru genislemistir. Zona radiata daha

da kalinlagmugtir [9].

Olgun oosit (Olgunlagma evresi); olarak adlandirilan oosit gelisiminin son
asamasinda ooplazmanin iggal ettigi alan ¢ok simirlidir. Oosit tabakalar1 diizensiz
olarak katlanmistir. Katmanlarin yirtilmasindan sonra yumurtlama asamasi sonunda

meydana gelmektedir [9].



Bu asamalar oosit biiytikliigii, ¢cekirdek konumu, kortikal alveol sayisindaki artislar,
zona radiata ve folikiiler epitel kalinlig1 gibi bircok morfolojik 6zellikler dikkate
alimarak yapilir. Ayrica bu oositlerden farkli olarak yapisal olarak deformasyona

ugramis atretik oositte ovaryum dokusunda yer yer gézlenebilmektedir [10, 11].

2.2. Pestisitler

Pestisitler, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da zararlarim
azaltmak i¢in kullanilan madde ya da maddelerden olusan karisimlara denilmektedir.
Pestisitler, kimyasal bir madde, viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan,
antimikrobik, dezenfektan ya da herhangi bir arag olabilir. Zararli organizmalar,
insanlarin besin kaynaklarina, mal varliklarina zarar veren, hastalik yayan bocekler,
bitki patojenleri, yabani otlar, yumusakcalar, kuslar, memeliler, baliklar, solucanlar
ve mikroplar olabilir. Her ne kadar pestisitlerin kullanilmasinin bazi yararlari olsa da
insanlar ve diger hayvanlar i¢in potansiyel toksisiteleri nedeniyle bazi sorunlar da

yaratabilmektedirler [12].

Pestisitlerin bircogu enzimlerin normal ¢aligmasina engel olur. Bilindigi gibi
enzimler protein yapisinda katalizorlerdir. Cok asir1 sartlarda meydana gelebilecek
kimyasal reaksiyonlarin viicut 1sisinda ve atmosferik basingta olugmasi ancak
enzimlerin katalitik etkisi ile miimkiindiir. Enzimatik reaksiyonlarin bulundugu bir
ortama engelleyici (inhibitor) madde katildiginda reaksiyon istenilen son iiriine
ulasamaz ve katalitik reaksiyon olusmadigi i¢in enzim tekrar ortaya ¢ikmaz, enzim

miktarinda azalma olur [12].

2.2.1. Pestisitlerin hayvanlar ve insanlar iizerine olumsuz etkileri

Bir pestisit kimyasal bir madde ya da virlis veya bakteri gibi bir ajan olabilir.
Kimyasal pestisitlerin cogu hedef organizmaya segkin etkinlik gosteremedikleri igin
hedef organizma disindaki organizmalarda da cesitli hastaliklara yol acar hatta
oldiiriicti olabilirler. Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi,

fiziksel ozellikleri, formiilasyon tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi



faktorler etkilemektedir. Pestisitlerin piiskiiltiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi
evaporasyon ve dagilma nedeniyle kaybolurken, diger kisim bitki {izerinde ve toprak
ylzeyinde kalmaktadir. Havaya karisan pestisit riizgarlarla tasinabilir. Yagmur, sis
veya kar yagisiyla tekrar yeryiiziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger
organizma ve bitkilere ulasan pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisiteye neden olabilir.
Birgok pestisit insanlar i¢in de zararlidir. Kullanildiklar1 canlilarin yiyecek seklinde
insanlar tarafindan kullanilmalar1 sonucunda insanlarda yaygin hastaliklara ve
istenmeyen sikintili durumlara sebep olurlar. Kimyasal pestisitlerin ve etken
maddelerinin akut toksik etkileri vardir. Karbamatlar, organofosfatlar ve klorlanmis
hidrokarbonlar1 igeren bir¢ok pestisit genotoksik etkiye sahiptir. Tarim ile ugragan ve
pestisite maruz kalan insanlarda yapilan galismalarda bu bireylerde yapisal ve sayisal

kromozom anomalileri ile kardes kromatid degisiminde artmalar gézlenmistir [12].

2.2.2. Pestisitlerin siniflanirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri zararl
ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine gore igerdikleri aktif maddenin
cins ve grubuna gore, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore ¢ok degisik
sekillerde siniflandirilirlar. Bunlardan en ¢ok kullanilan siniflandirma sekilleri ise
kullanildiklar1 zararli gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan
siniflandirmalardir. Kullanildiklari zararli gruplarina ya da hedef alinan organizmaya
gore yapilan siniflandirmada; en 6nemli ii¢ biiylik pestisit grubu, insektisit, fungisit
ve herbisitlerdir [13, 14]. Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmalarinda
en Onemlileri, organik klorlu pestisitler fosforlular, karbamatlar, dogal ve sentetik

pretroidlerdir [15].

2.2.3.Herbisitler

Istenmeyen bitkiler ve yabanci otlar1 yok etmek icin kullanilan herbisitlerin énemi
gittikce artmaktadir. Bitkilerdeki etkilerine gore herbisitler ikiye ayrilir. Biitiin bitki
tiirlerini etkileyen herbisitler secici olmayan (nonselektif), belirli bitki tiirleri icin

toksik, digerleri i¢in zararli olmayanlara ise secici olan (selektif) herbisitler



denmektedir. Bitkilerdeki etki yeri ve kullanim sekillerine gdre herbisitler ii¢ alt

gruba ayrilabilir [16].

Kontakt herbisitler; bitkinin yaprak ve govdesi ile temasta bitkiye zarar verirler.
Bipiridil grubu herbisitler 6rnek verilebilir. Sistematik herbisitler; bitkinin vaskiiler
sisteminde yayilarak bitkiye zarar verirler. Bu tip herbisitler bitkinin yaprak ve kokii
ile temasta oldugunda, ¢ok c¢abuk olarak bitkinin damarlar1 tarafindan absorbe olur.
Klorofenoksiasetik asit tiirevleri 6rnek verilebilir. Bitkinin kok sistemini veya
cimlenen tohumlarin1 etkileyen herbisit; topraga karistirilan herbisit buradaki
istenmeyen bitki tohumlarin1 yok eder. Arsenik asit, pentaklorofenol (PCP) 6rnek

verilebilir [16].

Kimyasal yapilarina gore herbisitler, organik bilesikler (klorofenoksi bilesikleri,
dinitrofenoller, bipiridil bilesikler, karbamatlar, substitiie iireler, triazinler, amidler)
ve anorganik bilesikler (amonyum siilfat, amonyum siilfamat, amonyum tiyosiyanat,

kalsiyum siyamid, bakir siilfat gibi) olmak {izere ¢esitli kimyasal gruplar1 igerir [16].

2.2.3.1. Endothall

Endothall, 19601 yillarin baglarindan beri sucul yabani ot kontroliinde kullanilmis
ve bircok sualti tiiriiniin kontroliinii iyi sekilde saglayan bir herbisittir [17, 18].
Genellikle sucul yabani otlar1 ve algleri kontrol etmek i¢in durgun ve akan suda
kullanilan aktif bir bilesen olmakla birlikte beyaz renkli, kat1 ve kismen kokusuz bir
maddedir [19]. Endothall, kontakt tipi, membran aktif bir herbisit olarak
tanimlanmaktadir [20, 21, 22, 23]. Ek olarak, Endothall, pamuk ve diger
mahsullerde, patates asmasi gibi, kurutucu olarak, seker pancar1 ve ¢imlerinde segici
yabani ot kontrolii i¢in bir ¢6ziicii olarak kullanilir veya kullanilmistir [24, 25, 26,

27, 28].
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Sekil 2.2. Endothall’in yapis1

Endothall, yalnizca karbon, hidrojen ve oksijen igeren nispeten basit bir molekiildiir.
Kalict veya egzotik bozunmalar/metabolitlere katkida bulunabilecek azot, kiikiirt,
halojeniir, metal veya baska element yoktur [29]. Endothall, ftalik asit herbisit olarak
siiflandirilir ve cantharidin tlirevi olup, blister bocegi (Epicauta spp.) tarafindan
iretilen dogal bir bilesiktir ve cildin yanmasina ve kabarmasina neden olur [30, 31,
32]. Ayrica sucul ortamlarda nispeten kisa bir kalicilik siiresi sergilemekle, genellikle

30-60 giin i¢cinde mikrobiyal etki ile tam bir bozulma gegirir [29].

Sucul yabani ot kontrolii i¢in iki tiir Endothall mevcuttur. Bunlar arasinda mono (N,
N- dimetilalkilamin) tuzu ve dipotasyum tuzu bulunur. Monoamin tuzu igeren
formiilasyonlar, filamentli alglere kars1 6zellikle etkilidir ancak baliklar i¢in daha
toksiktir. Bu nedenle balikgilik kaynaklarinin = 6nemli oldugu alanlarda
kullanilmamalidir. Dipotasyum tuzu igeren formiilasyonlar daha diisiik bir organizma

toksisitesi sergiler ve dnemli balik¢ilik alanlarinda da kullanim1 daha uygundur [33].

Endothall’in sudaki herbisidal ozellikleri ilk kez 1950’lerin ortalarinda, iireticisi
Penwalt Corporation tarafindan 6nerilmistir. Bu alanda kullanimi i¢in Endothall’in

gercek gelisimi 1958’de baslamistir [34].

Endothall, bitki hiicrelerinde ¢6ziinen tasima islemlerini bozan bir herbisittir.
Endothall'in herbisidal hareket sekli tam olarak anlagilmamistir, ancak Endothall'in
faaliyetini agiklamak ic¢in birka¢ hipotez ortaya atilmistir. Hipotezlerin timii,

Endothall’in, hiicresel seviyede, biyokimyasal siirecleri bozdugunu, Ornegin
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dipeptidaz ve proteinaz enzimlerini etkileyerek protein sentezine miidahale ettigini
gosterir [35]. Bu enzimler, bitki tarafindan biiylime i¢in kullanilan proteinlerin
tretimini desteklemek icin gereklidir. Ayrica Endothall’in hiicrede lipit sentezini
engelledigine dair isaretler de vardir [35]. Lipidler, bitki hiicrelerinde proteinlerle
birlikte yapisal bilesenler olarak dahil edilir. Ek olarak, Endothall’in hiicre icin
gerekli olan besin ve maddelerin hiicre zarlar1 boyunca taginmasina engel olabilecegi

One siirtilmiistiir [36]. Bu, hiicre duvarinin zayiflamasina veya bozulmasina neden

olur [29].

Endothall’in bitkilerde yaprak dokusunun kurumasina ve solmasina ayrica bitkinin
solunum hizinin artmasina neden olan bir dizi hiicre zar1 degisikliklerine neden
oldugu ileri siiriilmiistiir [36, 37]. Ayrica genetik kodlamaya dahil olan molekiillerin

metabolizmasini engelledigi varsayilmaktadir [38].

Endothall’in genellikle oksidasyona, kimyasal hidrolize ve fotolize karsi kararh
oldugu ve c¢ok ucucu olmadig: bilinmektedir. Dogrudan g6z veya deriye Endothall
temast sonucunda tavsanlarda Oliim gozlense de memelilerde Endothall

farmokinetigi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir [33].

Akut ve davranigsal toksisite ¢aligmalarinda japon baligi, 0.17 ppm ve 1.70 ppm'de
Endothall’den uzak durmamustir, ancak 17.0 ppm'de uzak durmustur. [39] Baliklar
icin ABD/EPA (2005c)'de kullanilan en diisiik LC50 degeri Oncorhynchus mykiss
(Rainbow trout) icin 9,152 mg/L'dir [40]. Baska bir raporda ise LC50 degerleri
Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout); 96 saat i¢in 1,3 mg/L, Lepomis macrochirus
(Bluegill sunfish); 48 saat i¢in 0,8 mg/L, Notemigonus crysoleucas (Golden shiner);
0,32-1,6 mg/L 120 saat i¢in ve Notropis atherinoides (Emerald shiner); 96 saat i¢in
0,35 mg/L olarak belirtilmistir [41]. Zebra balig1 ile yapilan bir ¢aligma sonucunda
ise Endothall’in LC50 degeri 242.2 uM olarak belirlemislerdir [42].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Zebra bahgi (Danio rerio)

Zebra balig, tizerinde zebranin ¢izgilerine benzer hatlar oldugundan zebra baligi
olarak adlandirilmistir. Ulkemizde de ¢ok yaygin ve tanman bir tiirdiir. Hareketli bir
baliktir. Siirii halinde yasamaktan hoslanirlar. Tropikal baliklar icerisinde oldukca
yaygin aranilan bir baliktir. Erkekler disilerden daha ufaktir ve karmlar1 diiz olmasi
nedeniyle disilerden daha ince goriinlir. Viicut temel olarak giimiis rengindedir.
Yasam kosullar1 bakimindan 20-30 °C arasinda sicakliklarda yasayabilirler. Bu
bakimdan dayanikli baliklardir. Bu baliklar i¢in en ideal su 1si1sinin 25-26 °C oldugu
sOylenebilir. Notr sulardan hoslanirlar ve 6,5 ile 7,2 pH arasindaki sular bunlar i¢in
idealdir. Yem bakimindan da her tiirlii yemi kabul ederler. Haftada bir canli yem ile
beslenmeleri yumurta verimlerini arttirir. Uretilmeleri de kolaydir. Her birey 50-200
aras1 yumurta birakir. Yumurtalar yar1 yapisik ve oldukea iri sayilirlar. Dollenmeyi
takiben 3 giin icerisinde yavrular serbest yiizebilir hale gelirler. Baliklar 5-6 ayda

cinsel olgunluga erisirler [43].

3.1.2. Ortam kosullari

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Balik Yetistirme
Laboratuvar1 icinde zebra balig1 ile yapilacak deneyler icin 15 x 28 x 37 cm
boyutlarinda akvaryumlar kuruldu. Akvaryum igerisine klordan arndirilmis ¢esme
suyu konularak sicaklik, termostatlar ile 26-28 °C’ye sabitlendi. Ayrica oda
igerisinde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi

kurularak sirkadien ritm olusturuldu. Akvaryumlar biri kontrol, digerleri deney grubu
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olmak tizere 4 gruba ayrildi. Her grupta 10 disi balik olacak sekilde baliklar

akvaryumlar igerisine yerlestirildi.

3.1.3. Zebra bahgina Endothall uygulamasi ve dokularin eldesi

Deney gruplarindaki disi zebra baliklarina 1 haftalik adaptasyon siirecinin ardindan
0,1 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L Endothall uygulamasi yapild1 ve 120 saat (5 giin)
boyunca Endothall ile muamele edildi. 5 giinliik Endothall uygulamasinin ardindan
disi zebra baliklar1 buzlu su ile bayiltilarak diseksiyon islemi yapildi ve ovaryum

dokular ¢ikarildi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Zebra balig1 ovaryum yapisi

3.2. Yontem

3.2.1. Histolojik islemler

Cikarilan ovaryum dokusu Bouin ¢dzeltisi ile fikse edildi ve ardindan yiikselen
etanol serilerinden gecirilerek dehidrasyon gerceklestirildi. Ksilol ile seffaflagtirilan
dokular parafin bloklara gomiildii. Leica marka mikrotom ile 5 um kalinliginda

kesitler alinip boyama islemi yapildi. Leica marka 1sik mikroskobunda incelendi.

3.2.2. Fiksasyon

Elde edilen ovaryum dokularinin fiksasyonu i¢in Bouin ¢6zeltisi kullanildi (Tablo
3.1).
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Tablo 3.1. Isik mikroskobu i¢in fiksasyon (tespit) uygulamasi

Soliisyon Ad1 Soliisyonun I¢erdigi Madde  Uygulama Siiresi
Maddeler Miktari
BOUIN Suda Doymus pikrik asit 75 mL 2-24 saat
%40 Formaldehit 25 mL
Glasiyal asetik asit 5SmL

3.2.3. Dehidrasyon

Dokudaki suyun ¢ikarilmasi i¢in yiikselen alkol serileri kullanildi (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Isik mikroskobu i¢in dehidratasyon uygulamasi

Soliisyon Ad1 Soliisyonun Madde Miktar1  Uygulama Siiresi

Icerdigi Maddeler

%70 Alkol Etanol 70 mL 1 giin
Distile su 30 mL

%380 Alkol Etanol 80 mL 1 giin
Distile su 20 mL

%90 Alkol Etanol 90 mL 1 giin
Distile su 10 mL

%395 Alkol Etanol 95 mL 1 giin
Distile su SmL

%100 Alkol Etanol 100 mL 1 giin

3.2.4. Sefaflastirma ve Parafine gomme

Yiikselen alkol serileriyle dokulardaki su uzaklastirildi. Ksilol ile 3 giin muamele
edilerek seffaflastirma islemi uygulandi. Ardindan dokular sivi parafin ile kesit alma

diizlemi olan bloklara gomiildii.
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3.2.5. Kesit alinmasi

Parafin blok igerisinde gomiilii olan dokulardan Leica marka doner mikrotom ile 4-5
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler su banyosuna atilarak albiimin mayer

stiriilmiis lamlara alindi. Bir gece kuruyup lam iizerine yapigmasi beklenildi.

3.2.6. Boyama ve inceleme

3.2.6.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Standart histoloji prosediirde en sik kullanilan boyadir. Histoloji ve patoloji
laboratuvarlarinda rutin incelemeler icin genellikle hematoksilen-eozin birlesik
boyama yontemi kullanilir. Nukleus ve stoplazma ayiriminda histolojik boyalar
icinde en genis kullanimi olan ve dokunun farkli bolgelerini farkli olarak boyayan

hematoksilin-eozin boyasi kullanilir. Yontem Tablo 3.3.’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.3. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Parafinden kurtarma Ksilen 3x3 dk
Hidratasyon %100 Etanol 3x1 dk
%80 Etanol 30 sn
%350 Etanol 30 sn
%30 Etanol 30 sn
Akarsu altinda 30 sn
HarrisHematoksilen 4-5 dk
Distile su 4 dk
%395 Etanol 30 sn
%395 Etanol 30 sn
Eozin 30 sn
%100 Etanol 1,5 dk
Ksilol 45 sn

Entellan ile kapama
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Tablo 3.4. Isik mikroskobu i¢in Eosin stogu hazirlanmasi

Eozin Stogu Miktan
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

3.2.6.2. PAS boyama

Histolojide en sik kullanilan kimyasal yontemlerden bir digeri de PAS boyamasidir.
PAS boyamasi periyodik asit ve Schiff reaktifinin varliginda gergeklesen oksidasyon
reaksiyonuna dayanir. Periyodik asit, glikol gruplari olan molekiillerin aldehitler
olusturmasini saglar, olusan aldehitler Schiff reaktifi tarafindan menekse (magenta)
rengine boyanir. Dokudaki suda ¢oziilmeyen polisakkaritleri tespit etmek amaciyla

kullanilan bir boyadir. Yontem Tablo 3.7.’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.5. Periyodik asit soliisyonu

Periyodik Asit Miktar:
Periyodik asit lg
%90 Etanol 100 mL

Tablo 3.6. Sodyum metabisiilfit soliisyonu

Sodyum Metabisiilfit Soliisyonu  Miktar1

Sodyum metabistilfit 0,5¢g

Distile su 100 mL




Tablo 3.7. PAS boyama yontemi

16

Ksilol

Ksilol

%100 Etanol

Periyodik asit

%90 Etanol

Distile sudan gegir

Schift ayract

Siilfit soliisyonu

Distile sudan gegir

Akan su altinda yika

Z1t boyama (Hematoksilen)

%96 Etanol

%100 Etanol

%100 Etanol

Ksilol

Ksilol

Kapama

10 dk

10 dk

10 dk

2 saat (karanlikta)

5dk

10 dk

3x2 dk

5dk

3 dk

2-3 dk

2-3 dk

2-3 dk

10 dk

10 dk
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3.2.6.3.Masson-Trikrom boyama (Gomori)

Masson tarafindan tanimlandigi i¢in bir yontemdir ve Masson’un adi ile anilir. Bag
ve destek dokularmin boyanarak 151k mikroskobisi ile incelenmesinde kullanilir. Ug
farkli boyanin kullanildig1 bu teknik ile bag dokusunun boyanmasini saglar. Yontem

Tablo 3.8.’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.8. Masson Trikrom (Gomori) boyama yontemi

Kesitler hidrate edilir. ( Ksilol, %100 Etanol, %90 Etanol, %80 Etanol, %70 Etanol)
Kesitlerin izerinde sar1 renk kalmayana kadar su ileyikanir

Bouin fiksatifinde 56 °C’de 60 dk veya oda sicakliginda 1 gece bekletilir.
Wiegert-Hematoksilen’de 10 dk bekletilir.

Akarsu altinda 5 dk yikanir.

Trikromsoliisyonunda 20-45 dk bekletilir.

%0,5°1ik asetik asit ile cok hizli diferansiye edilir.

Akarsu altinda yikanir.

Dehidrate edilir. (%70 Etanol, %80 Etanol, %90 Etanol, %100 Etanol, Ksilol)

Kapatilir.

Tablo3.9. Trikrom soliisyonu hazirlanmasi

Trikrom Soliisyonu Miktar
Chromotrope 2R 0,6 g
Light Green SW Yellowish 03¢g
Phosphotungstic asit 0,8 ¢g
Derisik asidik asit 1 mL

Distile su 100 mL




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Zebra Bahgi1 Ovaryum Dokusu Histolojik Bulgular:
4.1.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunda normal ovaryum histolojisi gézlendi ve H&E, PAS ve MASSON
olmak iizere 3 ¢esit boyama yontemi uygulandi. Kontrol grubunda primer oosit,
kortikal alveolar oosit, vitellojenik oosit ve olgun oosit yapilar1 goriintiilendi. Kontrol
grubu Endothall uygulanmis gruplarla karsilastirilmak iizere incelendi. Primer oosit
oositler igerisinde ¢ok sayida ¢ekirdek¢ik bulundurur ve diger oosit asamalarina gore
boyut olarak en kiigiik oosit tipidir. Zona radiata kalin degildir, ince bir tabaka
halinde folikiili sarar. Kortikal alveolar oosit boyut olarak primer oositlerden daha
biiyiiktiir. Ooplazma igerisinde kortikal alveoller olugmaya ve oosit biiyiidiik¢e
kortikal alveol sayis1 da paralel olarak artmaya baslar. Cekirdek genisler ve bu
asamada folikiiler epitel ve zona radiatada kalinlagmalar goriiliir. Vitellojenik oositte
vitelliis birikimi nedeniyle oosit biiylikliigli daha da artar. Cekirdek perifere dogru
kayar ve folikiiler epitel daha da belirginlesir. Olgun oosit boyut olarak en biiyiik
oosit tipidir. Cekirdek ¢ogunlukla gézlenemez. Folikiiler epitel ve zona radiata kalin
ve belirgindir. Bu asamadaki oosit déllenmeye hazir oosittir. Son olarak atretik oosit
ise dejenere olmus ve yapilar1 tamamen bozulmus oositdir. Oosit gelisiminin
herhangi bir asamasinda, zararli dis etkenler veya oositlerin yeterli besine sahip
olmamasi gibi bir¢ok neden sebebiyle oositler atretik hale gelebilir (Sekil 4.1., Sekil
4.2., Sekil 4.3.).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ovaryum dokusunun 5 pm kalinligindaki kesiti; PO: Primer oosit, CAO: Kortikal
alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, OO: Olgun oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n:
Cekirdekgik, O: Ooplazma, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, Bd: Bag doku. H&E boyama X10
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Sekil 4.2. Kontrol grubu ovaryum dokusunun 5 um kalinhigindaki kesiti; PO: Primer oosit, CAO: Kortikal
alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, OO: Olgun oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n:
Cekirdekeik, O: Ooplazma, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, Bd: Bag doku. PAS boyama X10
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Sekil 4.3. Kontrl grubu ovaryum dokusunun 5 um kalmhgindaki kesiti; PO: Primer oosit, CAO: Kortikal
alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, OO: Olgun oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n:
Cekirdekgik, O: Ooplazma, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, Bd: Bag doku. Masson boyama
X10

4.1.2. 0,1 mg/L Endothall uygulanmis grup

0,1 mg/L Endothal uygulamasi yapilmis olan grup 1s1tk mikroskobu altinda
incelenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda elde edilen sonuglara gore zona
radiata ve folikiiler epitel aras1 agilmalara (Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.,
Sekil 4.8., Sekil 4.9.) sik¢a rastlanmis ve oosit i¢inde kromatin materyalindeki
yogunlagsmalar (Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.8.) goriintiilenmistir. Ayrica
cift ¢ekirdek olugmasi (Sekil 4.5.) ve zona radiatadaki dalgalanma (Sekil 4.6., Sekil
4.7., Sekil 4.9.) dikkat ¢cekmistir.
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Sekil 4.4. 0,1 mg/L Endothall uygulannms grup;l:>: Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, /N - Zona
radiatada ag:llma,<> : Kromatin materyalinde yogunlasma, ?: Kortikal alveollerde bozulma, PO:
Primer oosit, VO: Vitellojenik oosit, AO: Atretik oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n:
Cekirdekeik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel. H&E boyama X10
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Sekil 4.5. 0,1 mg/L Endothal uygulamasi yapilmis grup; |:>: Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, <p
Kortikal alveollerde bozulma, V: Ooplazmada Vakuolizasyon,<>: Kromatin materyalinde yogunlasma,
Cift Cekirdek olusumu, O : Kortikal alveollerde sisme, : Cekirdekte bozulmalar, CAO: Kortikal
alveolar oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, O: Ooplazma, ZR: Zona radiata,

FE: Folikiiler epitel. H&E boyama. X40
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Sekil 4.6. 0,1 mg/L Endothal uygulamasi yapilmis grup;O : Bag dokuda bozulma, V: Ooplazmaga vakuolizayon,
: Zona,radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, : Zona radiatada agilma, 7& : Cekirdekte

bozulma, : Kromatin materyalinde yogunlagma, O : Kortikal alveollerde sisme, Zona radiatada
dalgalanma ve sekil bozuklugu, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit,

N: Cekirdek,n: Cekirdekgik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epitel, O: Ooplazma, Bd: Bag doku. PAS

boyama. X10
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Sekil 4.7. 0,1 mg/L Endothall uygulanmis grup;=—):Zona rad%ata ve folikiiler epitel arasi agilma,V: Ooplazmada

vakuolizasyon, : Kortikal alveollerde sisme, : Kortikal alveollerde bozulma, Zona radiatada
dalgalanma,CAO: Kortikal alveolar oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR: Zona
radiata, FE: Folikiiler epiel. PAS boyama X40
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Sekil 4.8. 0,1 mg/L Endothall uygulanmis grup; C—) : Zona radiata ve folikiiler epitel arast agilma, /\ : Zona
radiatada agilma, : Kromatin materyalinde yogunlasma, : Kortikal alveollerde bozulma, O :
Kortikal alveollerde sisme, : Cekirdekte bozulma, O: Bag dokuda bozulma, V: Ooplazmada
vakuolizasyon, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, Ca: Kortikal
alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdekgik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, O: Ooplazma. Masson
boyama X10
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Sekil 4.9. 0,1 mg/L Endothal uygulamasi yapilmis grup; |:> : Zona radiata ve folikiiler epitel aras agilma, O :
Kortikal alveollerde sisme, : Kortikal alveollerde bozulma, V: Ooplazmada vakuolizasyon, Zona
radiatada dalgalanma, Cekirdekgikte diizensizlik, CAO: Kortikal alveolar oosit, N: Cekirdek, n:
Cekirdekeik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epitel, O: Ooplazma. Masson boyama. X40

4.1.3. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup

0,5 mg/L Endothall uygulamasi yapilmis olan grup 1sik mikroskobu altinda
incelenmistir. Bu grupta o6zellikle ooplazmada meydana gelen vakuolizasyonlar
(Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12. Sekil 4.13., Sekil 4.14.) ve bozulmalar (Sekil
4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12. Sekil 4.13., Sekil 4.15.) dikkat ¢ekerken bag dokuda da
gbzlenen belirgin bozulmalar (Sekil 4.10., Sekil 4.12. Sekil 4.13., Sekil 4.14.)
gosterilmistir. 0,1 mg/L Endothal uygulamasi yapilmis olan grup ile kiyaslandiginda
bu doz grubunda da zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilmalarin devam ettigi
(Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15), ooplazmada
vakuolizasyon ve bozulmarin oldugu goriilmiistiir. Ayrica bag dokusunda meydana
gelen bozulmalarin ilerledigi bunu sonucunda bag dokusunda azalmanin meydana
geldigi gozlenmistir (Sekil 4.10., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14.). Ozellikle
dollenmeye hazir oosit olan olgun oositlerde meydana gelen bozulmalar dikkat

cekmistir (Sekil 4. 12., Sekil 4.13.).
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Sekil 4.10. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup; C—) : Zona radiata ve folikiiler epitel arast agilma, /\: Zona
radiatada aq1lma,<> : Kromatin materyalinde yogunla; ma,+: Kortikal alveollerde bozulma, O :
Kortikal alveollerde sisme, : Cekirdekte bozulma, : Bag dokuda ileri bozulma, B: Ooplazmada
bozulma, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, Ca: Kortikal alveol,
N: Cekirdek, n: Cekirdekeik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, Bd: Bag doku. H&E boyama X10
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Sekil 4.11. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup;——) : Zona radiata ve folikiiler epitel arast aqﬂma,A: Zona
radiatada agilma, V: Ooplazmada vakuolizasyon, <\§>: Kortikal alveollerde bozulma, O: Kortikal
alveollerde sisme, B: Ooplazmada bozulma, VO: Vitellojenik oosit, Ca: Kortikal alveol ZR: Zona
radiata, FE: Folikiiler epiel. H&E boyama X40
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Sekil 4.12. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup; ——) : Zona radiata ve folikiiler epjtel arasi acilma, <> :
Kromatin materyalinde yogunlasma, : Kortikal alveollerde bozulma, : Kortikal alveollerde
sisme, * : Cekirdekte bozulma, O: Bag dokuda bozulma, Zona radiatada dalgalanma, V:
Ooplazmada vakuolizasyon, B: Ooplazmada ileri derece bozulma, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal
alveolar oosit, VO: Vitellojenik oosit, OO: Olgun oosit, AO: Atretik oosit, Ca: Kortikal alveol, N:
Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, O: Ooplazma, Bd: Bag doku. PAS
boyama X10
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Sekil 4.13. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup; <> ; Kromatin materyalinde yogunlagma, /\: Zona radiata
arasi agilma, Q: Bag dokuda bozulma, : Kortikal alveollerde bozulma, I:>: Zona radiata ve
folikiiler epitel arasi agilma, O : Kortikal alveollerde sisme, V: Ooplazmada vakuolizasyon, Zona
radiatada dalgalanma, B: Ooplazmada bozulma, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO:
Vitellojenik oosit, OO: Olgun oosit, Ca: Kortikal alveol, Bd: Bag doku, N: Cekirdek, n: Cekirdekgik,
ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epitel, O: Ooplazma. PAS boyama X10
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Sekil 4.14. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup; > : Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, <y :
Kortikal alveollerde bozulma, : Kortikal alveollerde sisme, : Cekirdekte bozulma, O : Bag
dokuda bozulma, V: Ooplazmada vakuolizasyon, B: Ooplazmada bozulma, CAO: Kortikal alveolar
oosit, VO: Vitellojenik oosit, AO: Atretik oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdekgik,
ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, O: Ooplazma, Bd: Bag doku. Masson boyama X10
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Sekil 4.15. 0,5 mg/L Endothall uygulanmis grup; C——) : Zona radiata ve folikiiler wbitel aras1 agilma, <> :

Kromatin materyalinde yogunlagma, + : Kortikal alveollerde bozulma, . Kortikal alveollerde
sisme, V: Ooplazmada vakuolizasyon, CAO: Kortikal alveolar oosit, Ca: Kortikal alveol, N:
Cekirdek, n: Cekirdekg¢ik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epiel, O: Ooplazma. Masson boyama X40

4.1.4. 1 mg/L Endothall uygulanmis grup

1 mg/L Endothall uygulamasi yapilmis olan grup 1s1tk mikroskobu altinda
incelenmistir. Son olarak incelenen bu grupta elde edilen sonuglar arasinda zona
radiatada dalgalanmalar (Sekil 4.17.) ve oosit sekil bozukluklar1 (Sekil 4.16., Sekil
4.18., Sekil 4.20.) gosterilmistir. Folikiiler epitelde kopma (Sekil 4.17.), kromatin
materyalinde yogunlasma (Sekil 4.16., Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil 4.20.), zona
radiatada acilmalar (Sekil 4.16., Sekil 4.18., Sekil 4.21.) gozlenmistir. Ayrica
ooplazmada meydana gelen bozulmalar (Sekil 4.16. Sekil 4.18) daha bir belirgin hal
almaya baslamistir. Ozellikle kortikal alveollerin sismesi (Sekil 4.16., Sekil 4.17.,
Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil 4.20., Sekil 4.21.) ve bozulmasiyla (Sekil 4.16., Sekil
4.17., Sekil 4.20., Sekil 4.21.) meydana gelen anomaliler gosterilmistir. Gelisen
oositlerde ooplazma iginde vakuolizasyon meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.16.,

Sekil 4.18., Sekil 4.20). Gelisen oositlerden 6zellikle primer oosit sayisinda azalma
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ve var olan primer oositlerde yapisal deformasyon goze carpmistir. 0,1 mg/L ve 0,5
mg/L uygulanmis gruplarla karsilagtirildiginda bag dokuda meydana gelen ileri
derece bozulmalar gdzlenmis, 6zellikle 0,1 mg/L uygulanmis grup ile bag doku
karsilastirildiginda doz artisiyla birlikte meydana gelen deformasyon dikkat cekici
bir boyuta ulagsmistir (Sekil 4.16., Sekil 4.18., Sekil 4.20.). Ayrica diger iki deney

grubuna oranla atretik oosit sayisinda artis oldugu gézlenmistir (Sekil 4.16.).

o ol o

Sekil 4.16. 1 mg/L Endothall uygulanmis grup; I:> : Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, /\: Zona
radiatada acilma, : Kromatin materyalinde yogunlasma, : Kortikal alveollerde bozulma, O :

Kortikal alveollerde sisme,O : Bag dokuda bozulma, V: Ooplazmada vakuolizasyon, B: Ooplazmada
bozulma, Oositlerde sekil bozuklugu, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO:
Vitellojenik oosit, AO: Atretik oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR: Zona
radiata, FE: Folikiiler epiel, O: Ooplazma, Bd: Bsg doku. H&E boyama X10



35

'.vi ¢10 Mm

N an 7d

Sekil 4.17. 1 mg/L Endothall uygulamasi grup; IIP: Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, : Kortikal
alveollerde bozulma, O : Kortikal alveollerde sisme, Cekirdeklerde diizensizlik, ) : Folikiiler

epitelde kopma, Zona radiatada dalgalanma, CAO: Kortikal alveolar oosit, Ca: Kortikal alveol, n:
Cekirdekgik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epitel. H&E: boyama X40
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Sekil 4.18. 1 mg/L Endothall uygulamasi yaoilmis grup; £\ : Zona radiatada agilma, ) : Kromatin materyalinde

yogunlagma, : Kortikal elveollerde bozulma, : Zona radiata ve folikiiler epitel aras1 agilma, B:
Ooplazmada bozulma, O : Bag dokuda bozulma, *z Cekirdekte bozulma, Oosit sekil bozuklugu,
V: Ooplazmada vakuolizasyon, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO: Vitellojenik
oosit, OO: Olgun oosit, Ca: Kortikal elveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR: Zona radiata, FE:
Folikiiler epitel, O: Ooplazma, Bd: Bag doku. PAS boyama X10
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Sekil 4.19. 1 mg/L Endothall uygulamas: yapilmig grup;I:>: Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilma, O :
Kortikal alveollerde sisme, : Kromatin materyalinde yogunlasma, Cekirdeklerde diizensizlik ve
bozulma, V: Ooplazmada vakuolizasyon, PO:Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar oosit, VO:
Vitellojenik oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler
epitel, O: Ooplazma. PAS boyama X40
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Sekil 4.20. 1mg/L Endothall uygulamas: yapilmis grup; C—)>: Zona radiata vefolikiiler epitel aras1 agilma, =<y :
Kortikal alveollerde bozulma, (J : Kortikal alveollerde sisme, O Bag dokuda bozulma, <&
Kromatin materyalinde yogunlasma, : Cekirdekte bozulma, Oositlerde sekil bozukluklari, V:
Ooplazmada vakuolizasyon, B: Ooplazmada bozulma, PO: Primer oosit, CAO: Kortikal alveolar
oosit, VO: Vitellojenik oosit, OO Olgun oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n: Cekirdek¢ik, ZR:
Zona radiata, FE: Folikiiler epitel, O: Ooplazma, Bd: Bag doku. Masson boyama X10
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Sekil 4.21. 1 mg/L Endothall uygulamast yapilmis grup;——) : Zona radiata ve folikiiler epitel arasi agiima, AN
Zona radiatada agilma, (I : Kortikal alveollerde sisme, . Kortikal alveollerde bozulma,
Cekirdekgiklerde diizensizlik, CAO: Kortikal alveolar oosit, Ca: Kortikal alveol, N: Cekirdek, n:
Cekirdekeik, ZR: Zona radiata, FE: Folikiiler epitel, O: Ooplazma. Masson boyama X40

Genel olarak tiim gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem oositlerin
yapisinda hem de bag doku yapisinda ¢esitli bozulmalar gosterildi. Oositlerin
yapisinda 6zellikle zona radiata ve folikiiler epitel arasi agilmalar belirgin bir sekilde
gbzlendi. Ayrica bag dokuda meydana gelen bozulmalarla bag dokusunun kontrol
grubuna gore azalma gosterdigi ve uygulanan doz artisina paralel olarak, oositlerde
gbzlenen histolojik degisimlerin de arttigi tespit edildi. Oositlerde de sekil
bozukluklar1 ve ooplazma igerisinde deformasyonlar goriilmiis, 6zellikle olgun
oositlerin atretik oosite kaymaya basladiklar1 gozlendi. Hatta bazi primer oositlerin
bile gelisim gostermeden atretik oosit haline geldikleri belirlendi. Doz artisiyla
birlikte atretik oosit artisi dikkat ¢cekmis ve bu sonuglar géz Oniline alindiginda

endothalin zebra baliklarinda oogeneze ket vurdugu diigtiniildi.



TARTISMA VE SONUC

Yabani otlar1 yok etmek ve kontrol altinda tutumak icin siklikla kullanilan
herbisitlerin 6nemi giin gectikce artmaktadir. Ancak bazi herbisitler, toprak
yiizeyindeki akintilarla, direk topraga enjekte edilmeleriyle, yagmur veya karla
yikanarak yer alti sularina ulasabilir. Diger taraftan genis bir alanda biraktiklar
kalintilarla su, toprak, hava ve besin kirlenmesine neden olarak, ekolojik sistemin
dengesini bozmaktadirlar. Endothal nispeten suda ¢oziniir 6zelligi ve yer alti

sularina karigmasiyla su kiitlelerini kontamine etmektedir.

Bu calismada Endothal’in zebra baligi ovaryum dokusu iizerindeki histopatolojik
etkileri incelendi. Laboratuvar ortaminda disi zebra baliklarma 0,1 mg/L, 0,5 mg/L
ve 1 mg/L dozlarinda Endothall uygulandi. Endothal 120 saat boyunca (5 giin)
uygulandi ve bu siire sonunda diseksiyon islemi gerceklestirilerek ovaryum dokulari
elde edildi. Elde edilen dokular standart histolojik prosediirlerden gegirilerek
Hematoksilen-Eozin boyama, PAS boyama ve Masson Trikrom boyama yontemi ile
boyandi ve 1sik mikroskobunda incelendi. Calisma sonucunda oosit yapilarinda
belirgin bozulmalar ve bag dokusunda da meydana gelen bozulmalarla birlikte

kontrol grubuna gore belirgin bir azalma meydana geldigi gosterildi.

Lepomis macrochirus 2 ppm'lik Endothall i¢eren suya maruz kaldiginda, herbisitin
%I1'inden daha azma baligimn maruz kaldig, balikta maksimum Endothall
konsantrasyonunun (0.1-0.2 ppm), muameleden 12 saat sonra gozlendigi ve bundan
sonra 96 saate kadar &nemli olciide degisim gerceklesmedigi belirtilmistir. Ic
organlar, kas, deri ve bas da radyoaktivite tespit etmis ve tiim Ornekleme
zamanlarinda, Endothall kalintilarinin konsantrasyonu i¢ organlarda en yiiksek
seviyede bulunmustur. Maruziyetten 30 dakika sonra kanda kii¢clik ancak tespit
edilebilir bir miktar Endothall bulunmus ve ayrica herbisit sindirim kanaliyla

beslendiginde balik tarafindan emildigi belirtilmistir [44].
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Endothall’in, ¢esitli sucul yabani otlar ve baliklar (Micropterus dolomieui, Lepomis
cyanellus ve Gambusia affinis) {izerinde yapilan ¢aligmada Olii baliklara
rastlanmamis ancak kontroller incelendiginde tanimlanmamis bir stresin olabilecegi
belirtilmistir. Ozellikle disi baliklarin erkeklere oranla daha duyarli oldugu ve daha
fazla etkilendigini sdylenmistir [45].

Endothal’in bir formiilasyonu olan Hydrothol ile Lepomis macrochirus tizerinde
calisilmis ve sonuglarma gore sivi ve teknik formiilasyonda olan hydrothol ile
muamele edilen baliklarin hepsi 6lmiis ve bunun nedeni olarak herbistin toksisitesini
ya da sucul bitki Ortiisiiniin hizla 6lmesiyle suyun oksijeninin tiilkenmesi seklinde

yorumlanmustir [46].

Yapilan ¢aligmada Endothall’in diger protein fosfataz inhibitorleriyle ayni fenotiple
sonuclanip sonuglanmayacagi incelenmistir. Zebra baligi embriyolart 20 somitli
asamada iken %0,5 DMSO iceren ¢esitli dozlardaki (650uM, 750uM ve 950uM)
Endothall ¢ozeltisinden 3 mL’si dogrudan koryonu kaldirilmis vitelliis kesesi i¢ine
enjekte edilmistir. Embriyolar, %1 agaroz ped bulunan plastik petrilerde 48-50
hpf’ye yikseltilmistir. 2-5 mL, 5 mg/mL rodamin-dekstran enjeksiyonu ile
mikroanjiyografi yapilmig ve floresan gozlenmistir. Vaskiiler bozukluklar normal,
diisiik, orta veya yiiksek olarak kategorize edilmistir. Sonu¢ olarak Endothall’in
protein fozfataz inhibitérii oldugu ve zebra baligi embriyolarinin Endothall ile
maruziyet deneylerinde etkili dozun toksik doza yakin oldugunu belirtmislerdir [47].
Bu bulgu baskalar tarafindan farelerde yapilan Cantharidin caligmalar1 ile de

desteklenmektedir [48, 49].

Ednothall’in monoamin tuzu olan Hydrothol 191 ile yapilan bir ¢alismada 0.3 ppm
doza maruz kalmis Lepomis macrochirus’de 112 giin boyunca solungag, karaciger,
testis ve kan Orneklerinde c¢alisilmis ve galisma sonucunda morfolojik ve sistemik
doku degisiklikleri oldugu belirlenmistir. Solungacta meydana gelen hasar 14. giin
sonunda eski haline donmeye baslasada 56. giine kadar karaciger hasar1 belirgin bir
sekilde gozlenmistir. 0.3 ppm ve 0.03 ppm hydrothol ile muamele edilmis balik
testislerinde de ii¢lincli glinde hipertrofik hiicreler ortaya ¢ikmustir [50]. Farkli bir
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histolojik etki de lindae B-izomeri, B-heksacholorosiklohesana maruz kalan japon
piring baliginda [51] ve herbisit Hydtrolthol 191°¢ maruz kalan Lepomis
microlophus’da [50] ortaya cikarilmistir. Bu baliklarin testis yapisinda ovaryum
folikiilleri gbzlenmis ve interseksiialitenin uyarildig: tespit edilmistir. Yapilan baska
bir ¢caligmada Lepomis microlophus’un Hydrothol 191°e maruz birakilmasi ile baligin
damarlarinda kiiresel kirmizi-mor kiitleler ortaya ¢iktigi gozlenmistir [52]. Bizim
calismamizda da 5 giin boyunca 0,1 mg/L, 0,5 mg/L ve 1mg/L Endothall’e maruz
birakilan zebra baligi (Danio rerio) ovaryum dokularinda belirgin hasarlar

gozlenmistir.

TCDD'nin, yetiskin disi zebra balig1 folikiillerinde, On-vitelojenik asamadan
vitelojenik asamaya gecisi onledigi bulunmus [53] ve ovaryum agirhi@inda diisiise ve
ovaryum nekrozuna neden oldugu belirlenmistir [54]. Su kaynakli maruziyet sonucu
TCDD, zebra baliklar1 erigkinlerinde hem erkek hem de disi bireylerin iireme
kapasitesinin diismesine neden olmustur [55]. TCDD ile yapilan baska bir ¢aligmada
belirtilen histopatolojik analizler 100 ppb TCDD’ye maruz birakilan zebra baliklari
ovaryumlarmin olgunlasmamis oldugunu ve c¢ogunun olgunlagmamis kortikal
alveoler ve periniikleolar oositleri igerdigini, yani vitellojenik evreden Onceki
oositlerin bulundugunu gostermistir [56]. Ayrica TBBPA ile yapilan baska bir
calismada da 1.5uM TBBPA’ya maruz kalan disi zebra baliklarinda primer
oositlerde nispeten bir artis oldugu gosterilmistir [S7]. Bizim caligmamizda bu
caligmalarin aksine primer oosit sayisinda azalma ve var olan primer oositlerde

yapisal deformasyon géze carpmustir.

2,4 diklorofenoksiasetik asit ile yapilan bir ¢alismada zebra baliklar1 5 giin boyunca
farkli dozlarda (0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1 ppm) bu maddeye maruz birakilmis ve
ardindan diseksiyon islemi gergeklestirilerek ovaryum yapisinin histopatolojik
incelemesi yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore 0.1 ppm uygulanmis doz
grubundaki oostilerin vezikiil yapilarinda parcalanma ve sitoplazmada diizensizlikler
ve primer oosit sayisinda azalma gozlendigi belirtilmistir. En belirgin olarak
vitellojenik oostilerde karyoplazmanin yogunlasmasi belirlenmis ve bu yogunlagma

sonucu ooplazma ve karyoplazma arasinda bosluklar gosterilmistir. Foliikiiler
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epitelde de ileri derece hasarlar gosterilmistir. 0.5 ppm uygulanmis doz grubunda ise
atrezi ve asir1 hiicresel nekrozlar goriilmiis ve dejenere oosit sayisinda da artis oldugu
gosterilmistir.  Oosit membran yapilarinda  diizensizlikler ve katlanmalar
belirlenmistir. Bununla birlikte oosit sekil bozukluklari, yapisal bozuklular ve atrezi
olusumunun kontrol grubundan daha yiiksek oldugu gozlenmis ayrica karyoplazmda
yogunlagmalarin bu doz grubunda da oldugu belirtilmistir. 1 ppm doz uygulanmis
grup bulgularinda ise oositlerde ciddi hasarlarin meydana geldigi, primer oossit ve
kortikal alveolar oositlerde kromatin materyalinin kayboldugu, vitellojenik oostilerde
vitellin membran ve zona radiata arasi agilmalarin oldugu ve morfolojik
deformasyonlarin meydana geldigi gosterilmistir [58]. Bizim g¢alismamizda da bu
caligma ile benzer histopatholojik etkiler belirlenmis ve Endothall uygulamasi
sonucunda 2,4 diklorofenoksiasetik asit ile benzer histopatolojik etkilere neden

oldugu gozlenmistir.

Delthamethrin ile yapilan bagka bir zebra baligi ¢alismasinda 0.5 ug/L ve 1 ug/L doz
gruplart olusturulmus ve 5 giinlik maruziyetin sonucunda diseksiyon islemi
gerceklestirilerek histopatolojik incelemeler yapilmistir. 0.5 pg/L uygulanmis grupda
histopatolojik degisiklikler minimum diizeyde olsa da olgun oositlerde sitoplazmada
diizensizlikler ve vezikiil yapisinda parcalanmalar gosterilmistir. Kortikal alveollerde
sisme ve sayisinda azalma ayrica kromatin materyalinde diizensizliklerde
belirtilmistir. 1 pg/L doz wuygulamasi yapilmis grupda kortikal alveollerde
parcalanma ve bozulmalar, kromatin materyalinde bozulmalar, zona radiata ve
vitellin membran aras1 agilmalar gosterilmis ve atretik oosit sayisindaki artis, 00Sit
morfolojisindeki bozulmalar ve bag dokusundaki artig sebebiyle bu maddenin iireme
kapasitesini diistirdiigii belirtilmistir [59]. Bizim ¢alismamizda da artan atretik oosit
sayisi, olgun oositlerde ve bag dokuda meydana gelen bozulmalar Endothall’ in disi

zebra baliklarinin iireme kapasitelerinin diigmesine neden oldugu gosterilmistir.

Cevresel bir kirletici olan Etofenproks ile yapilan bir ¢alismada 0,8 ng/L ve 8 ng/L
doz gruplarina 48 ve 96 saat maruz birakilan zebra baliklar1 histopatolojik olarak
incelenmistir. Elde edilen bulgular sonucu ovaryum dokusundaki dejenerasyonlar ve

ooforit (iltihabi) bulgularm baliklarin biiyiik ¢ogunlugunda goriilen en Onemli
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bulgular oldugu belirtilmistir. 48 saat diisiik doz grubunda bu bulgulara
rastlanmazken 48 saat ve 96 saat yiiksek doz gruplarinda bu bulgulara rastlanildigi
gosterilmistir [60]. Bizim ¢alismamizda da ovaryum yapisindaki bozulmalara benzer

histopatolojik bulgular elde edilmistir.

Sonug olarak elde edilen veriler baz alinldiginda Endothall’in zebra bali§1 ovaryum
dokusu iizerinde olumsuz etkileri oldugu gézlenmistir. Bu maddenin 6zellikle sucul
ekosisteme girmesi canlilarda oogeneze zarar verebilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Bu
nedenle Endothall’in maruziyetinden miimkiin oldugunca kagmilmalidir. Endothall
uygulamasinin oosit yapisinda deformasyonlara, kortikal alveol yapilarinda ve
oositlerin ooplazmalarinda bozulmaya ve vakuolizasyonlara neden oldugu
goriilmiistiir. Ayrica oosit zar yapilarinda ayrilmalar ve oositlerde atretik oosit
olusumunu tetikledigi ve doéllenmeye hazir oosit olusumunu olumsuz etkiledigi
goriilmiistiir. Oosit ¢ekirdeklerininde bu maddeden olumsuz etkilendigi bozulmalar
ve kromatin materyalindeki yogunlagsmalarla tespit edilmistir. Ovaryum yapisindaki
gozlenen bu histopatolojik bozulmalar {iremeyi olumsuz yonde etkilemektedir.
Endothall ile ilgili glincel bir ¢aligma bulunmamas1 ve yapilan literatiir taramalarinda
da zebra baliginda Endothall’in ovaryum dokusu iizerine histopatolojik etkilerinin
incelendigi bir calismaya rastalanilmamasi nedeniyle yapilan bu ¢alismanin bundan

sonra yapilacak caligsmalara 6ncii olacag: diislinlilmektedir.
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