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KISALTMALAR

I.U : International Units

LH : Luteinizan Hormon

hCG : Human Koryonik Gonadotropin

FSH : Follikiil Stimiilan Hormon

LC50 : 96 saat sonunda % 50 letaliteye neden olan yogunluk

EC50 : 96 saat sonunda % 50 malformasyona neden olan yodunluk

TI : Teratojenisite Indeksi

LiCI : Lityum Klorir

MBT: Midblastula Transition

FETAX : Frog Embryos Teratogenesis Assay: Xenopus (Kurbada Embriyosu

Teratogenez Deneyi: Xenopus
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Xenopus laevis tiirl kurbagalar son yillarda gitikce daha fazla
kullanilmaktadir. Laboratuvarmmza 1993 yilinda ilk kez getirilen
Xenopus cinsi kurbadalarda yaptig imz ilk c¢alis malar, bu
hayvanlarin laboratuvar kosullarina uyumunu sadlamak lizere gesitli
parametrelerin incelenmesi seklinde olmustur. Bu verileri elde
ettikten sonra, asil amacimiz olan FETAX testini
gergeklestirebilmek ig¢in ¢alis malar yapilms, tir.

Xenopus’un Laboratuvar kosullarina uyumunu saglamak iizere sira
ile sicaklik, beslenme, havalandirma, mekan faktori, randomize
aliman yumurtalarda dodllenmislik orani ve aym indiiklemede saat
basi toplanan yumurtalarda evre faklari incelenmistir.

FETAX testini gercgeklestirmek ig¢in kimyasal olarak 1lityum tuzu
secilmis ve gesitli pilot galismalar yapilmis tir.

Son olarak da FETAX testi yapilmaya c¢alisilmis, tir.

Bakim ve besleme parametrelerinin incelenmesinde larvalarin

24-26° C sicaklikta ,her gln beslenerek, sularindan hava
gecirilerek,genis kaplarda barindirilarak yasama ve geligmede iyi
sonu¢ alinabileceg i; ayrica alinan sonuglar en iyi geligen
yumurtanin 5. saatten sonra alinabildid ini diislindirmiistir. Bu son
bulgumuzu destekleyecek bir kaynak bulunamamis tir.
Lityum tuzu ile yapilan pilot g¢alis malarda evreye , doza ve muamele
sliresine bagli anomaliler gdzlenmis; evre 1’den evre 9’ a
kadarki muamelelerde anteriozasyon, evre 97dan sonraki
muamelelerde posteriozasyon gdzlenmistir.

Lityum ile yapilmaya ¢alis 1lan FETAX testinde Lityumun
Teratojenisite Indeksi 2.5 olarak bulunmustur. Bu deder Lityumun
orta sddette bir teratojen oldugu sonucunu vermistir. Fakat gériilen
¢ok siddetli anomaliler Lityumun aslinda siddetli bir teratojen
oldugunu diigiindiirmiigtir.

Anahtar Kelimeler: Xenopus, FETAX, Lityum, besleme,iiretme
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ABSTRACT

Over the past twenty years, amphibian species have become
popular model animal systems. They are vertebrates and can be
maintained easily and inexpensively in laboratory. Among amphibians
Xenopus has become one of the amphibian species most widely used in
biomedical research.

First of our studies was about to care and feeding of Xenopus
in laboratory. Our second aim in these studies was to assay to
FETAX. We made pilot studies about of FETAX.

We studied about of temperature, feeding, aeration, housing,
at randomized taken eggs percent ratio of fertilization and at same
induction differences of developmental stages of Xenopus laevis per
hour collected eggs.

It was chosen of Lithium Chloride as chemical agent for FETAX.

In conclusion we have seen that the larvae housed about 24-
26°C temperature fed once a day, constantly aerated and should have
enough space for the growing juvenil per individual.

Most of sufficient development of embryos were find that at
per hour collected eggs at fifth hours. But we have not found any
literature about of this conclusion.

In pilot studies we seen that different anomalies depend on stage
of development, time of treating, consantration of the chemical.

The effect of Lithium on the larval body pattern could be

detected from reduction of posterior structures (anteriozation) to
reduction of anterior structures ( posteriozation ), the time of
midblastula transition (MBT), could be detected just after the 12
th cleavage.
At FETAX at ninety six hour LC50 value for LiCI were 0.002 g/L, and
96 hour EC50 value of LiCI were 0.0088 g/L. The Teratogenicity
Index were found about 2.5. This results shown Lithium Chlorid is
a moderate teratogen.

Keywords: Xenopus, FETAX, Lithium, Feeding, Insemination
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GIRIS VE AMAC

Insan saghg ilk caglardan beri gerek dogal gerekse yapay faktdrlerle tehdit edilmektedir.
Bu tehdit teknolojinin ilerlemesi ile paralel gitmektedir.

Modern teknolojinin sagladif1 refah seviyesinin siirdiiriilebilmesi igin bu maddeleri
yoketme yerine tehdit edici dozunun saptanmast ilkesi kabul edilmigtir.

Arastinicilar maddelerin kirlilik etkilerini saptayabilmek igin cgesitli test sistemleri
geligtirmiglerdir. Bu etkilerden teratojen ve mutajen etkinin gelecek kusaklan etkilemesi
arastinicilari embriyo teratogenesis iizerine yogunlastirmigtir.

Cahismamizin amaci Li tuzunu kullanarak laboratuvarimizda FETAX (Frog Embryos

Teratogenesis Assay: Xenopus) testini kurmakur,



GENEL BILGILER

1. Xenopusun Dogal Ortaminda Kesfi

Bu glin Xenopus denen Afrika su kurbagasi genusuna Daudin (1803) tarafindan kesfinden
bu giine dek gesitli adlar verilmistir. Daudin derisinin yumusak olmasi ve kara kurbagasina
benzemesinden Otiirii bu hayvana *’Le Crapaud Lisse’’ ve latince Bufo laevis adim takmig ve
(laevis Latince yumusak demektir) Giiney Amerika’da yasayan ve Surinam kara kurbagasi adli
su kurbagalarinin bir cinsi olan pipaya benzerligini not etmistir. Xenopus anatomisinde daha
sonra yapilan arastirmalar gergektende bunun Pipidae ailesine mensup oldugunu gdstermistir.
Sonugta Xenopusa genellikle Giiney Afrika pengeli kara kurbagas: adi verilirse de bunun kara
veya su kurbagas: olup olmadigi halen tartismalidir (31).

Xenopus ilk kez Cuvier (1829) tarafindan ayrintili sekilde tanimlanmig olup; bu
arastinict, hayvana pengelerinin kalkana benzemesinden 6tiirii Dactylethra (kalkan parmak) adim
vermigtir. Bu isim 1890’lara kadar korunmustur.

Bu hayvana Xenopus adi (garip ayak anlamina gelir) ilk kez Boie tarafindan yazilan bir
makaleye, bir dip not olarak (1827) Wagler tarafindan konmus, kullanima ise bu hayvani ilk kez
dogal ortaminda inceleyen Leslie tarafindan (1890) sokulmustur. Leslie Port Elizabeth’e yerlesen
somiirgecilerin verdigi adla Plathanda’nin bu bdélgedeki irmak ve goéletlerde bol miktarda bol
miktarda bulundugunu ve hayvanin balik ,bdcek larvast ve hatta bazen kendi iribaslarini da
yedigini bildirmistir. Ayrica yazar hayvanin burun deliklerinde suda yasayip hava ile soluyan
hayvanlara 0zgii bir yapi olan i¢ kapakgiklar oldugunu gézlemistir . Leslie hayvanin erkeginin
tikirti seklinde viraklamasinin, havanin akcigerden agiz boslugqna gegisi esnasinda, glottisin orta
kulaga ait Ostaki tiipiiniin kenarlarina siirtiinmesinden dogdugunu diistinmiistiir(31).

Xenopus’da yumurta dékme ve iribas olusumu ilk kez (1894) Beddard tarafindan
tanmmlanmiy olup bu gézlemler, Cap Town’dan Londra hayvanat bahgesine ithal edilen 6
Ornekten saglanmigtir.

Daha sonra Bles (1905) Cap’ta Xenopus laevis resmi adi ile bilinen hayvamin giftlesme ve
cembryo ile larvalarinin geliymesine ait ilk eseri  yazmistir. Bu hayvana Giiney Afrikada bu

glinde verilen popiiler isim Plathander, Plathan veya kisaca Platie’dir (31).



Xenopus'un sistematik pozisyonu soyledir:

Super clasis: Tetrapoda

Clasis: Amphibia

Sub clasis: Apsidospondyli

Ordo:Opisthocoela

Familya:Pipidac

Sub familya: Xenopodinae

Genus: Xenopus

Species: Xenopus laevis

Bu genusun cografi dagilimi sahranin giineyinde tiim Afrika olup 6 tiirii ve 7 alt tiirii
vardir (31).

2. Xenopus Goriiniimii

Diger kurbaga tiirleri ile oranlanirsa Xenopus dorsovetral olarak yassi olup, govdesi
bagina gore ¢ok genistir. Arka bacaklar ¢ok uzun olup, aralan zarla bagh uzun parmaklar
tagiyan bu uzun ayaklar kara kurbagalarinda oldugu gibi gdvdenin altinda bikiilme yerine
viicudun kenarlarindan disan tagmistir (31).

Cok daha kisa olan 6n ayaklarda lateral bir agilhim gostermektedir. Bu yass1 bigim ve
postiir hayvani karada yiiriime yerine suda ylizmeye miisait hale getirir ve ger¢ektende Xenopus
diger su ve kara kurbagalarina oranla tamamen suda yasayan bir hayvandir (31).

Hayvanin derisi yumusak ve siimiiksii olup , kiiflii bir kokuya sahip ise de muhtemelen
diger amfibiler hari¢ bagka canlilar igin toksik etki gostermez.

Xenopusun kafasi govdesi gibi yassi olup gdzler karada yasayan diger kurbagalara oranla
daha kii¢iik ve daha az belirgindir.

Sirt yesilimsi gri olup hay'vanm koyu ve agik renk zemine konmasi halinde; bu renk daha
koyu veya daha agik bir hale gelebilir. Ventral yiiz Xenopus laevis’ de sarimtirak beyaz ise de
diger tiirlerde ¢ok daha canli renklerde olabilir. Erkek ve disilerin renkleri birbirine benzemekle
beraber; disi erkekten biiyiiktiir ve kloakinda papillalar bulunur (31).

Xenopus, i¢ anatomisi yoniindende ahgiimadik birgok 6zellik arzeder. Bu alistimadik

Ozelliklerden bir kisnn primitif olarak kabul edilirken, bazilan suda yasam igin Ozellegmis
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olarak kabul edilimekte, bazi ozellikler ise bunlarin {irodellerle olan iliskisini gosterir olarak
degerlendirilmektedir. Sonug olarak biitiin bu nedenlerden 6tiirii Xenopus eskiden beri komparatif
anatomistler i¢in bir bilgi kaynagidir (31).

2.3 Xenopus Anatomisinin Ozgiin ve Farkli Ozellikleri

Gerek ergin ve gerek larva Xenopus anatomisine ait ilk ayrintili inceleme Dreyer (1913,
1914) tarafindan yapilmistir. Bu yazar hayvanda bazi Ozelliklerin primitif oldufunu, bazi
ozelliklerin ise bu  hayvamin anuranlar yerine (rodellerle akraba oldugunu gosterdigini
bildirmistir. Ancak daha sonraki bir tarihte (1931) Noble Xenopus’da Pipidae’nin birgok
karekteristigini identifiye etmis ve bu tarihten itibaren Xenopus Anuran suborder
Opisthococela’da yer alan bu aileye mensup olarak kabul edilmigtir. Noble, Xenopusu (¢
generadan (Xenopus, Hymenocochirus, Pseudohymenochirus) en ilkeli olarak kabul etmistir
(31).

Xenopusun gozleri Rananinkinden daha kiigiik ve daha az firlak olup, gorme alam 6n
yerine yukariya dogru yoneliktir. Bu durum yasaminin biiyiik boliimiinii havuzda geciren ve
gerek avel ve gerek avin kendisine yukardan yaklasma olasiligl daha biiyiik olan bir canli igin
onemli avantaj saglar (31).

Xenopus korneasi ayni zamanda ileri derecede konveks olup kafa diizeyinin {izerine tagmakta ve
bu durum gdrme alanum mitkemmcllestirmek igin 6zgiinlesmeyi temsil etmektedir. Ote yandan
isitme organi ele alinacak olursa; Xenopusda Rana gibi karada yasayan formlardaki gibi distan
goriintir bir kulak zam bulunmaz. Kulak zan hava yolu ile gelen ince sesleri almak igin
Ozgiinlegmig bir organ olmasi ve yasanum tiimiiyle suda gegiren omurgahlarda bulunmamasi

nedent ile primitif bir karckteristik olarak kabul



Sekil 1. Albino Xenopus disi ve erkegi

sekil 2. Yabani Xenopus disi ve erkegi
3
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edilebilir. Bununla beraber Xenopusta gozlerin arkasindaki deri kaldinilacak olursa, otik kapsiil
dig duvari tizerinde kikirdaktan yapilmis yassi bir disk bulunur. Ranada béyle bir disk bulunmaz.
Bu kikirdak disk, Xenopusta su ile taginan vibrasyonlari daha iyi analiz etmeye yarar. Bu
vibrasyonlar yan hat organlari tarafindanda algilanmakta olup, bu organ diger anuranlardan farkls

olarak Xenopusta bagkalagim esnasinda kaybolmamakta ve erigkin yagsam boyuncada kalmaktadir

Gergektende Xenopusta disardan gozle goriilebilen hem dorsal hemde ventral komponentleri
bulunan geligmis bir yan hat sistemi bulunur (31).

Witschi  (1955) vibrasyonlarin deteksiyonu igin -Xenopusda gelismis bir baska
Ozglinlesmenin bulundugunu saptamis olup, bu bronsial kolumelladir. Bu sistem vibrasyonlarn
i¢ kulagin yuvarlak penceresinden o taraftaki akcigere aktarir. Bu sistemin islevlerinden bir
tanesinin ¢evrede olusan basing degisikliklerini akcigerlere aktarmak ve boylece akcigerlerdeki
hava hacminin regiilasyonunu stimiile ederek hayvanin suda batuf derinlige kendisini
uydurabilmesine olanak saglamak olarak diisiiniilmektedir (31).

Xenopusda goriilen bir diger adaptif bulgu, bunlarin akcigerlerinin viicut biyiikliigiine
orammn diger anuranlardaki orandan gok daha biiyiik olmasidir. Ornegin bu oran Ranadaki
oranin yaklagik 4 kaundir. Kaldi ki akcigerler Xenopusta ¢ok erken evrede larva yumurtadan
gikar gikmaz gelismeye baslamaktadir. Bu en erken isleve baglama olaymin ozelikle larvanin
dalacagr su derinliini diizenlemesine yardim ettifine inanilmaktadir. Bu konuda bir baska
olasilik; Xenopus’un gerek larva ve gerek ergin dénemde solunum igin diger amfibilere oranla
akcigerlere ¢ok daha fazla bagimh olmasidir. Deri ve solungaglara giden kanin géreceli olarak
daha az miktarda olmasi ve bu organlarin Xenopusta ¢ok etkili bir solunum orgam olmadiklarini

telkin etmektedir (31).

4. Xenopus Fizyolojisi

1930 ve 1940’larda Xenopus fizyolojisi konusunda yapilan arastirmalarin gogu iireme
fizyolojisi alanmdadir (31).

Xenopus laevis’in geligimine ait normal tablonun yasama gegirilmesi iki nedene baglidir:

Xenopus laevis, bunun gebelik testleri ve diger hormonal reaksiyonlar igin ¢ok kullanigh

oldugunun farkedilmesinden bu yana laboratuvarda stk kullamlan bir deney hayvam olma
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ozelligini kazanmistir. Akuvatik bir form olan bu hayvan esaret kosullarinda rahatca
bakilabilmesi ve hormonal uyar ile kolayca iiretilebilmesi nedeniyle daha sonra mitkemmel bir
laboratuvar hayvani olma ozelligide kazanmistir. Yumurtalar oldukga tatmin edici sekilde
gelismekte ve larvalar bagkalagima kadar rahatga bakilabilirken, bundan sonraki dénemde
biiylik bir giigliikle kargilasiilmamaktadir. Sonug olarak Xenopus laevis diinyadaki birgok

biyoloji, up ve veteriner enstitlilerinde genis ¢apta kullamlmaktadir (31).

5. Xenopusun Uremesi

5.1 Dogada Xenopus Laevis’in Uremesi

Berk (1938) Giiney Afrika Cap bolgesinde X.laevisin ireme mevsimini Temmuzdan
Eyliile kadar olarak bildirmis olup; bu donem tireme mevsiminin kigin ge¢ déneminden baslayip
baharin erken donemine kadar uzadigini bildiren Hey'in tanimina (1949) uymaktadir. Bu nisbeten
kisa donemde dahi her digi normalde 2-3 kez yumurta birakir. Daha kuzey enlemlere
¢ikildifinda havanin daha sicak olmasina kargin Xenopus'un iiremesi daha ge¢ déneme kalir.
Ornegin Transvaal’de Kalk (1960) iiremenin yagmur mevsiminin baslamas: ile basladigini ve
Eyliilden Ocaga kadar siirdiigiinii bildirmektedir. Bu durum iiremeyi kontrol eden gevresel
faktoriin sicaklik yerine nem oldugunu telkin eder (31).

Waring, Landgrebe ve Neil’c gére (1941) Xenopus disileri yumurtaliklarindaki tiim
yumurtalar:1 asla tek bir dollenme periyodunda dokmemekte, ancak ciftlesmeden sonra
yumurtaliklar yavas yavag gerilemektedir.

Gitlin (1942) oviduktlarin agirhgininda ovaryumlara parelel mevsimsel degisiklik gdsterdigini
ve bu organlarda gorilen degisikliklerin hipofiz hormonlar: tarafindan yonetildigini saptamistir
A3n.

Erkek Xenopustaki belirgin mevsimsel degisiklikler sekonder cinsiyet karekteristiklerinde
eoriiliir. Ureme mevsiminde ergin bir erkekte kolayca goriilen bir 6zellik giftlesme sirasinda
disinin stkica kavranmasina yardim etmek iizere parmak, avug ve on kollarn i¢ yiizeyinde siyah
ve yapiskan killarin belirmesidir. Bu killarin gériilmesi testiste sperm iretildiginin bir isaretidir.
Parmaklarinda bu kararma goriilmeyen erkeklere LH zerkedilmesi nadiren sperm salinmasina
neden olur (31).

Ciftlesme mevsiminin en yogun giinlerinde birgiin 6nceki dgleden sonra (yani su yiizey
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sicakliginin en yliksek noktaya ulastigi anda) su ylizey sicakhigi 21° C {izerine gikacak olursa;
ertesi giin bol miktarda yumurtlama goriliir (31) . Xenopus laevis’in yumurta sayis1 15000°dir.
Fakat bunlarin hepsi dollenmez. Yumurtalar 1.5 mm. c¢apta olup jel kilifla beraber 3mm,
kadardir (28). Yumurtalar tek tek jel kapsiillere sarili olup diger kurbagalarda goriinen tarzda

tiim yumurtalar kaplayan jel kiitle ve seridi bulunmaz (31).

5.2 Laboratuvarda Uremenin indiiksiyonu

Laboratuvar kosullarinda, Xenopusun gonadal gelisme ve i{ireme aktivitesindeki
mevsimsel patern genellikle bozulmakla beraber Weisman ve Coates (1944), disileri aylarca
miikemmel bir iireme diizeyinde tutabildiklerini yayinlamislardir. Ik kez Alexander ve Bellerby
(1935), beslenme ve diger kosullara riayet edilmedigi takdirde ovaryumunda zararli bir
regresyona neden olan "esaret etkisinden" bahsetmislerdir. Landgrebe (1939) bu konuda
hayvanlarin agin kalabaliktan korunmasi geregine isaret etmistir. Giiniimiizde ¢ok daha biiyiik
onem tagiyan bir diger faktor sehir suyuna ekseriya asirt miktarda klor katilmasi olup, yasanilan
ortama katilan yesil alglerin Xenopusta iiremeyi kamgilamasindaki olasi bir neden (Bles 1905,
Hey 1949, Savage 1965), bu alglerin muhtemelen kloru uzaklastirmasidir. Laboratuvarda letarji
disinda hi¢ bir semptom gdstermeyen ve nedeni bulunamayan Xenopus oliimlerinden bazilan
sudaki yiiksek klor miktarina bagh olabilir. Agik¢a goriilecegi gibi suyun iyice havalandinlmas
ve hayvana bol miktarda gida saglanmasi ¢ok biiyiik dnem tagimaktadir (31).

Xenopus laeviste yumurtlama gonadotropik hormon (6rn. insan gonadotropik gebelik
idrar ekstresi zerkiyle indiiklenebilir. Zerkler kalga derisi ile kalca ve sirt lenf torbalars
arasindaki septum delinerek dorsal lenf torbasinin igine yapilir (Ochse, 1948). Erkeklere
yumurtaya ihtiya¢ duyulan tarihten iki giin dnce azami 300 1.U (0.5 ml. ar1 su icinde) hCG zerk
edilir. Ertesi giin dgleden sonra siyah renkli "nuptial pad" gelistiren erkeklere bir kez daha
azami 600 L.U (I ml. an suda) hCG zerki yapihir. Gereksinilen doz hayvandan hayvana
degismekte olup hayvan basina 400-600 I.U onerenlerin yamsira, ¢ok daha disiik dozlarda
sonug alindifini bildiren yazarlar da vardir (28).

Bu hayvanlar genis ve {istii kapakli bir kaba konur, 1giktan korunur ve ovipozisyon igin
kaba ince dallar yerlestirilir. Dokillen yumurtalari hayvanlarin yemelerini dnlemek igin kabin

tabanina kenarlan asag kivrilmig metal bir ag da yerlestirilebilir (28).
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Yumurtlama, sicakligin gece boyunca yapay olarak yavas yavas yukseltilip kritik
sicakh$in agirtiimas: sonucu, sabah erken saatlerde goriiliirse de su sicakliginin kritik diizeyin
altinda tutulmas ile daha sonraya da ertelenebilir. Erkek disiyi pelvik bdlgesinden sarmalayarak
yumurta dokiinceye kadar ampleksusta kahr. Erkegin 6n kol ve parmaklarinda disiyi kavrayip
sikica tutmasmna izin veren koyu renkli ve yapiskan killar bulunmakta olup, hayvan belli
araliklarla sperm ¢ikarir ve bu spermler yumurtalar disar1 atihr atilmaz ulasmak igin ileri dogru
hareket etmek zorundadir. 24 saate kadar siirebilen yumurtlama periyodunda normalde 500- 1000
yumurta dokiilir (31).

Yumurtlamay: takiben erigkinler kaptan digar1 alinir, atiklar temizlenir ve suyun sicaklif
20-25°C diizeyinde tutulur. Larvalarin bakimi esnasinda kaptaki suyun litresinde iicten fazla
larva bulunmamasina dikkat etmek gerekir. Larvalar kendi cigerleri ile solumaya baslayincaya
kadar (bu durum su ylizeyinde kabarciklarin goriilmesi ile anlasilir) kaptaki suyun siirekli
havalandirilmasi zorunludur. Besin olarak bitki tozu kullaniliyorsa, en azindan larvalarin agla
toplamaya son derece duyarh ve kirilgan olduklan ilk hafta boyunca suyun degistirilmesine
gerek yoktur. Suyun bakir ve klor iyonlarindan tamamen arindinilmig olmasina 6zellikle dikkat
etmek gerekir. Klor gazi kullanilacak suyun giinlerce agik havada birakilmasi ile uzaklastirilabilir
(28).

Larvalar dollenmeden sonraki 3 giin i¢inde yumurtadan ¢ikar (hatching) ve ortamda gida

bol ve asin kalabalik yoksa 2 ayda baskalagima ulasirlar (31).

5.3 Bakim Yontemleri

Amfibl embriyolarinin erken evrelerinde bol miktarda yolk bulunmakta olup bu yolk
geii$111enin onemli bir donemi boyunca hayvana gerekli tiim besinleri igerirler. Anura (kuyruksuz
kurbaga) larvalari yumurtadan giktiktan sonra embriyonik barsak ile kalga ektodermi arasinda
yer alan bu yolku kullanarak giinlerce hayatta kalirlar. Geligmenin erken evrelerinde hayvanlarin
yasamasini belirleyen tek ve en dnemli etmen sicaklik, ikincisi ise kiiltiir ortamidir . Bunlarn
beslenme, yasamlan mekan, oksijen ve 11k faktorleri izler (28).

5.3.1 Swcakhk : Cesitli formlarin sicaklik tahammiil sinirlan yaklagik 24°C ise de, bu
sinir bazi formlarda daha yiiksek bazilarinda ise diigiiktiir. Tim amfibi larvalan i¢in maksimum

sinirlar O-40°C olup, optimum simir 12-25° C’dir. Laboratuvarlarin bilylik ¢ogunlugunda oda
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is1s1 23-25°C de tutulmakta olup bu sicaklik anurnlar igin tatmin edicidir (33).

$.3.2 Kiiltiir Vasat: : Biitiin amfibiler yumurtalarim suya birakirlar. Bunlarn iginde
yasadig1 havuz sulan ¢iftlesmeleri igin idal ortami olusturur. Ancak bu havuz suyunu temin
daima kolay bir iglem olmadigindan; bu sularin kimyasal analizinden alinan bilgilere dayanarak
bazi kimyasal karigimlar iiretilmistir. Genel olarak gézlenen bulgulardan bir tanesi hafifce
hipotonik vasatlarin tercih edilmekte oldugu ve hatta gelismenin saf su icinde dahi belli bir limite
kadar devam edebildigidir. Bilyiik kentlerde kullanilan musluk sulan ileri derecede klorlu
oldugundan embriyolar igin toksik olabilmekte ve bazi hallerde borulardan gelen kursun, bakir
ve demir gibi metal iyonlar embriyoyu dldiirmektedir. Kum ve komiir filtrelerden gegirilip icine
bol miktarda bitki yerlestirildikten sonra giinlerce bekletilmis musluk sulan genellikle olduk¢a
tatminkardir. Kum ve komiir artiklari ve suda erimis gazlari alirken canh bitkiler (Elodea,
Valecinera, Sagitta, Nitella, vs.) suyun oksijen igerigini artirmaya yardimci olurlar (33).

Akvaryumdaki embriyolarin normal gelisimi i¢in Na, Ca, ve K iynlarinin yaklagik 50:1:1
oraninda bulunmasinin zorunlu oldugu anlasilmistir. Bu iyonlarin her biri yariklanma ve gelisme
siireclerinde Ozel gorevler icra etmekte ve bu oran korunacak olursa yogunluklarda meydana
gelecek oldukga 6nemli degisikliklere canlilar tahammiil edebilmektedirler. Tamamen ampirik
olarak bazi formiiller gelistirilmis olup bu formiillerin herbiri belli bir canli igin uygunluk

gosterir (33).

1. Standart Holftreter Cozeltisi
' Bu ¢ozeltinin en tatmin edici yapay ortam oldugu kanitlanmistir. Total tuz yogunlugu
%0.385 olup erigkin dokular! igin hipotonik olan bu ortam, Anuranin erken embriyonik evreleri
i¢in izotoniktir. Bu ¢ozeltinin stok olarak 3 veya 4 giigte (x3 veya x4 ) hazirlanmas tavsiye edilir.

Normal yogunluklan sunlardir:

NaCl.......... 0.35gr.
KCIL.......... 0.005gr.
CaCl,......... 0.0lgr.
NaHCO;........ 0.02gr.
Saf Su........ 100.0m1.(30)
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2. Amfibi Ringer Cozeltisi
Bu standart ¢6zelti embriyo ile embriyonik dokular i¢in hipertonik ise de, amfibilerin

erigkin dokular igin yeterlidir.

NaCl.......... 0.66gr.
KCl.......... 0.015gr.
CaCl,........ 0.015gr.

NaHCO;....... 0.03gr. (PH.y1 7.8’de tutmaya yarar.)
Saf Su....... 100.0ml (30).

3. Orjinal Kurbaga Ringeri

NaCl.......... 0.65gr. KCl........... 0.015gr.
CaCl,......... 0.012¢gr. NaHCO;, ....... 0.02gr.
NaH, PO, ..... 0.001gr. Glukoz........ 0.20gr.
Saf su........ 100.0ml (33).

4. Pmar Suyu: Bu sulann Anuran Embriyolarmin gelisimi igin ¢ok uygun oldugu

kanitlanmigsa da Tiirkiye'de temin edilmeleri giigtiir (33).

5.3.3 Beslenme: Iribas agz1 acild:ktan sonra da giinlerce beslenmeye gerek duymayabilir.

Bunun nedeni tiim amfibi larvalarinda bol miktarda yolk halinde yedek gida bulunmas: ve bu
yolkun dokular tarafindan dogrudan sindirilip emilebilmesidir (33).
Anuranlarda 25. evreye kadar beslenmeye gerek yoktur. Anuran larvalarinin biiyiik ¢ogunlugu
vejeteryan olup en uygun besin hafifce kaynatilmig ispanak ve maruldur. Bu yesillikler insektisid
olarak kullanilan arsenik, kursun, vs.den kurtulmalar igin iyice yikanmalidir. Kaynatmanin
amact sadece bitkisel dokulart yumusatmaktir. Baslangigta kargilagilan en biiyiik tehlike
larvalarin asirt beslenmesidir (33).

Fekal ve bakteriyel artiklan asgariye indirmek igin tanklarin hergiin temizlenmesi
zorunludur. Xenopus larvalan igin pisirilmisg, kurutulmus ve ince toz haline getirilmis sigir
cigeri, yesillik ve alglere saglanacak en miikemmel takviyedir. Karaciger sosisi bir¢ok
anuranlarda basari ile kullanilmistir, Kullanilan diger besinler arasinda toz haline getirilmig

yumurta sarisi, kurutulup toz haline getirilmig tam unla karigtinlmig bakto-beef ekstresi,
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kiyilmig ¢i§ karaciger, algler ve protozoanlar vardir. Marulla beslemenin 1spanakla beslemeye
oranla daha az anormalliklere neden oldugu fakat geligmeninde biraz yavas oldugu gdzlenmistir
(33).

Post metamorfik evrede metamorfoz sonrasi sindirim kanalinin histolojisinde radikal bir
degisiklige ugradigindan, gerek duyulan gidalann tiirinde tiim amfibilerde radikal bir degisim
gosterir, Burada gidanin sadece miktarn degil, gesitliligi artar ve vitamin verilmesi zorunlu hale
gelir. Bu evrede Anuralar canh, hareketli gida istemeye baglar. 2.5cm’lik pargalara ayrnlmis
toprak solucanlari, sinekler, et kurtlari, karincalar, oriimcekler, hamam bocekleri, urtillar,
cekirgeler v.b. hareketli olduklan siirece kurbagalar tarafindan yenirler. Bira mayas: ve balik
yagina daldirilnug bahk etleri ve memeli karaciger etleri yeni metamorfozdan ¢ikmis kurbagalar
icin miikemmel besinlerdir.

Xenopus bu konuda ufak bir ayricalik gostermekte olup Karaciger sertleri ile
beslenebilecek ve giday: aldiktan sonra suya tekrar dalip giinlerce hareketsiz kalacak, ara sira

ylizeye ¢ikip hava alacaklardir (33).

5.3.4 Yasamlan Mekan ve Oksijen: Mekan gelisim hizin1 belirlemede ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. Genel olarak larvalar diger tiim faktorler sabit tutuldugunda kalabalik
olmayan topluluklarda daha hizli gelismektedir. Bu nedenle ¢anaklarda 1 yumurtaya 2ml. vasat
diisecek sekilde diizenleme yapilmasi ve 25 yumurta (50 ml. vasatta) dan daha ¢ok hayvan
tutulmamalidir (33).

Kaplarda kullamlacak suyun miktar ise yasamsal 6nem tasimaz. Ote yandan tanklarin
ylzey alanlari 6nemli olup 15x30x60 cm’lik bir tanka 200 iribas su derinligi ancak 2.5 cm.
olacak sekilde yerlestirilebilir. Bu tankta goriilebilecek buharlagmay: giderebilmek igin haftada
bir kez tanka saf su eklenir, ancak hig bir sekilde iribaslar derin sulara birakilmamalidir (33).

Amfibi embriyolarinin tolere ettigi oksijen basinci simirlar1 oldukga genis ise de bu
hayvanlar anaerobik kosullara asirt duyarlidirlar. Yapay havalandirmaya gerek yoksa da vasata
siirekli oksijen ilave etmeleri yoniinden tanka Elodea, Nitella v.s tiirii baz1 akuvatik bitkilerin

yerlestirilmesi yararh olur (33).
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e~ . o ile
tanklar Kirmizi1 Bacak ensidansini artirmaktadir (33).

Tedavisi bilinmeyen ve ¢ok yiiksek mortalite gosteren bir dier enfeksiyon
Saprolegnia’dir. Hastaligin semptomlan viicudun sismesi ve su dolu bir manzara arz etmesidir.
Entfekte hayvanlar derhal imha edilmeli ve tanklar permanganatla sterilize edilmelidir. Pratik
uygulamalarda kurbaga tanklarina birkag tane bakir para atilarak buradan suya gecen bakir
iyonlarinin bu enfeksiyonlar: dnlemesi saglanir. Bu miktar bakir iyonu erginler igin toksik
degildir (bakir, kursun, ¢inko,civa ve bronzun ¢ok kii¢itk miktarlari embriyolar igin toksiktir)
(33).

Semenderler bir mantar olan Monilia bathracus tarafindan bazen ¢ok ciddi bigimde
enfekte edilmekte olup, bu mantar hayvanin dudaklarna saldirmakta ve agik yaralar
yapmaktadir. Bu ajana kara ve su kurbagalari bagisiktir. Olay bulasici ise de erken donemde
dudaklarin %2'lik Mcrkuro kromla boyanmasi hastahgin kontrol altina alinmasina izin verebilir
(33).

Parazitler siklikla canlh yemlerle ortama bulastinlir. Bunlarin arasinda kurtlar, sinekler
- ve keneler bulunur. Bununla beraber bu enfekte hayvanlar normalde amfibilerin gogu igin gida
gorevi yaptigindan hemen hig bir tehlikeye neden olmazlar. Gida olarak Tibifeks (kirmizi kurt)
kullanthyorsa bu hayvanlarin kanalizasyonda yasamalar ve asin bakteri tasimalarindan otiirii
giinlerce soguk akar su altinda tutulmast tavsiye edilir (33).

Odem embriyonik bébregin yapamamasina bagl olup, bu tablo bébreklerin heniiz

gelismedigi evrede de goriilebilmektedir. Geng larvalar ¢ogunlukla 6demli bir goriiniim
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arzederlerse de bu siskinlik sindirim kanalinda gazlarin birikmesine ve hayvana siskin manzara
vermesine baghdir. Yaygin ddem bazen hayvanin hafifge hipotonik bir aktariimasi ile ortadan
kaldirilabilir. Odem lokalize ise birikmis sivimin akitilmas: i¢in bolgenin bir igne ile delinmesi
yeterli olabilir (33).

6. Hormonlarin Gonadlar ve Cinsel Davramslar Uzerine Etkisi

6.1 Disiler

Ovaryumun normal ddngiisel gelisme ve regrasyonu diger omurgalilar gibi dstrojenik
hormonlar tarafindan diizenlenir. Bu hormonlar hipofizer gonadotropinlerin etkisi altinda
ovaryum dokusu taratindan salgilanir. Xenopus ovaryum ekstrelerinde Ostrojenik iki hormon olan
Ostradiol ve Ostronun bulundugu saptanmistir (Gallien ve Foulgoc 1960). Bu hormonlar
baskalagimdan bir ay sonra ovaryumlarda bulunur. Ve 1971'de Nicholls bu hormonlarin ana
sentez yerinin folikiil hiicreleri oldugunu bulmuslardir (31).

Gerek ovaryumliarin gelismesi ve gerek ovaryumdan hormon salinmasiin siirdiiriilmesi
hipofiz bezi tarafindan saglanan stimiilasyona bagimhdir. Yani Xenopusta hipotizektomi
ovaryumlarin gerilemesine neden olurken (Bellerby ve Hogben 1938), koyun gibi son derece
farkli bir kaynak (Gitlin,1942) dahil gesitli kaynaklardan saglanan hipofiz ekstrelerin, bu
hayvanlara zerki hem ovaryumun gelismcsini ve hemde ovumlarin maturasyonunu stimiile eder
3.

6.2 Erkekler

Erkek Xenopus gonadotropin zerkine hizla yamit vermekte olup, hem ikincil cinsiyet
karekteristikleri hemde spermiyogenez bu zerkten etkilenir. Robbins, Parker, Bianco1947) gerek
koyun On hipofizinden, gerek insan koryonundan elde edilen gonadotropinlerin kurbagalarin
dorsal lenf torbasina zerkten sadece 1.5-2 saat sonra kloakadan sperm atilmasina neden oldugunu

gdrmiislerdir (31).

6.3 Gametogenez, Fertilizasyon ve Embriyonik Gelisimin Baglamas:
Xenopusta primitit germ hiicrelerinden gerek ovumun (oogenez) gerek spermatozoanin
(spermatogenez) geligmesi dncelikle mayotik béliinmenin gergeklesmesini gerektirir ve ancak

bu yolla kromozom sayisi yariya indirilir (31).

14



6.3.1 Spermatogenez: Disan atilan spermler motil olmadigindan kolayca gdériilemedigi
icin, Xenopus spermlerini olgunlastiklari zaman incelemek pek kolay degildir. Xenopusta bir
kistm spermlierin hareketsiz olmasinin nedeni, bunlarda diger amfibilerden farkh olarak seminal
vezikiillerin bulunmayist olabilir. Bilindigi gibi seminal vezikiiller testisi terkeden spermlerin
depo yeri olarak islev goriirler. Sonug olarak Xenopus’ta spermler mesanede birikecek ve burada
idrardaki toksik materyale maruz kalacaktir (31).

Firket 1963’te koryonik gonadotropin zerk ederek testisdeki erken evreleri
incelemiglerdir. Firket tipki memelilerde oldugu gibi iki tip spermatogonianin birbirinden ayirt
edilebildigini gbézlemis olup, bunlardan soluk renkli hiicreler spermatosite giderken, koyu renkli
hiicreler periferik stem hiicreler olarak kalmaktadir (31).

Xenopusta spermatogenezin ultra  striiktiirel incelenmesi Kalt(1972) tarafindan
gerceklestirilmis olup, bu yazarlar dncelikle her iki cinstede primordial germ hiicrelerinin bilyiik
ve lobiiler bir g¢ekirdege sahip oldugunu gormiislerdir. Bu goriiniim 1971’ de Al-Mukhtar ve
Webb taratindan oogonia igin yayinlanmistir. Yani Xenopusta spermatogonia primer germ
hiicrelerinden tiiremekte olup, Reed ve Stanley’in mitokondrilere ait kesif, graniiler materyali
hem germ hiicreleri ve hem de spermatogoniada gérmesi bu goriisli desteklemistir. Bu yazarlar
bu materyalin daha sonra sperm basindaki iri kromatid kiitleyi yaptigina inanmaktadirlar (31).

Reed ve stanley E. Mikrofotograflar ile spermatidlerin memeli testisindeki sertoli
hiicresine benzeyen ve folikiil hiicresine benzeyen ve folikiil hiicresi adi verilen besleyici hiicreler
iginde gruplar halinde gelistigini gérmislerdir (31).

Spermatid boyunun uzamasina uzun eksen boyunca yerlesmis stoplazma icindeki
mikrotiibiililerin genislemesi yardim etmektedir. Gelismekte olan flajel taban béliimiinde siliyer
bir kok benzeri gatiya sahiptir. Gene ayni yazarlar Xenopusta sperm baginin diger amfibilerden
farkli olarak spiral biqimdé oldugunu bulmuslardir. Xenopus sperminin motilitesi diger
amfibilerle kargilagtirilmamig ise de spiral kafa muhtemelen buna daha hizli bir yiizme yetenegi
saglar. Xenopus’ta erkegin pelvik ampleksus pozisyonu, spermin yumurtaya ulagabilmek igin
daha uzun bir mesafeyi agmasin1 zorunlu kilmaktadir. Xenopusta spermin yumurtaya gidisinin
deri mukus katmam tarafindan kolaylastirldigi ileri stirlilmiisse de bu olay deneysel olarak

incelenmemistir (31).



6.3.2 Oogenez: Gelismekte olan oosit agir biiylik olusu ve stoplazmada yolk ve diger
maddeleri depolamasi nedeni ile spermatositten ¢ok daha ayrintili olarak incelenmistir, Ik kez
Balinsky ve Devis(1963) tarafindan gerceklestirilen oogenezin ultrastriiktiirel incelenmesinde
yazarlar; 150 mikron gapa kadar olan oositlerde (Evre A, Grant 1953) herhangi bir yol veya
veya pigment bulunmadigini gérmiis, yolk plateletlerinin ilk kez 300 mikron ¢apl oositte (Evre
B) ve hiicrenin periferinde belirdigini fark etmistir. Qositler 325-450 mikron ¢apa ulastiginda
(Evre C) yolk, periferden merkeze dogru ilerleyen bir sekilde yavas yavay belirmektedir.
Pigment granilleri Evre D’de (475-750 mikron gap) ve oositler yolkla doldugu zaman belirmeye
baslar. Matur oositler (Evre E) 850-1000 mikron gaph olup yiizeyde pigmentli bir kortikal
graniil katmam halinde goriliir(31).

Cekirdege komsu bolgede yer alan ve bulucusuna izafeten Balbiani cismi denilen bir yer,

yolk sentezinin merkezi olarak kabul edilmekte ise de tam olarak olugmug plateletler ilk kez
periferde belirirler.
Balinsky ve Davis (1963) mitekondrilerin uglarinda yer alip bariz gekilde mitokondrial aktivite
sonucu olusan, konsantrik zarimsi katmanlardan olusmus sferik cisimcikler gérmiislerdir. Bu
zarimsi cisimcikler daha sonra yolk plateletlerin prekiirsorleri olarak identifiye edilmistir.
Xenopus oositlerinin Balbiani bdlgesinde yer alan vezikillerden bazilari, Balinsky ve Davis’e
gore graniiler cisimcikleri yapmaktadir ve bunlar iki tip olup ince graniillii olan tip, daha sonra
periferik yolku, kaba graniillii tip daha sonra pigmenti olusturur (31).

Kurbaga yumurtas: vitellus miktart bakimindan mesolesital, dagilisi yoniinden hafif

telolesital
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S(‘kil 3. Yumurtada A, B; C; D; E Fuzlari.



tiptedir. Vitellus vejetal kutupta toplanmistir. Yumurta da dig goriniis yoniinden ¢ok koyu
Kistmlar animal, agik goriinen ise vejetatif kutuptur. Yumurtadan ¢iktiktan sonra ilk dénemde
embriyo hala tamamen serbest degildir. Bir siire kaldiktan sonra serbest hale gelir. Bu devredeki
embriyoya iribas (Tadpol) denir. Iribag devresi kurbaga tiirlerine gére birkac aydan 2 seneye
kadar siirebilir. Metamorfoz iribagin ergin kurbagaya doniisiim evresidir. Bu devrede cesitli

organ sistemleri daha fazla degisiklige ugrar (26).

Sekil.4 Ampleksus halinde bir ¢ift albino Xenopus



6.3.3 Fertilizasyon: Oositin yumurtaya doniiymesinden Once 1. mayozu tamamlanmasi
ve ovaryumda folikiilden salinmasi zorunludur (31).

Bunlarda déllenme hipofiz bezinden salinan gonadotropik hormon miktarinin artigi ile
olur. Dollenmeye hazir diginin kloakasi kizanr, erkekte 6n kol ve parmaklar kararir. Disinin
yumurtlamasi i¢in erkegin yardimna ihtiyaci vardir. Erkek kurbaga, digiyi sikica sarar ve onu
yumurtlamaya zorlar. Disi yumurtasini suya birakinca, erkekte ayni anda spermalarini yumurta
lizerine bosaltir ve sperm yumurtadan igeri girer (26).

Birinci mayoz tamamlandiktan sonra salinan oositte daha ileri olaylar spermin yumurtaya
girisiyle basglatilir . Diger anuranlarda oldugu gibt Xenopusta da sekonder oosit yumurtlanmakta
ve fertilizasyon eksternal olarak gergeklegsmektedir (31).

Spermatozoanmin girigine yamt olarak sekonder oosit tekrar mayotik bélinmeye ugrayip,
daha kiiglik ve sadece haploid kromozom seti igeren ikinci kutup cismini atmakta ve kendisi
haploid proniikleus igeren bir yumurta halini almaktadir (31).

Yumurtanin etrafi yumurta membrammna bitisik, kendisi tarafindan salgilanan jel

membranla ¢evrilidir. Yumurta hafif telolesitaldir ve vitellus vegetatif yan kiirede toplanir (26).

Polar cisimeikler

- Anima! kulup

Gri hilal
Yepela! kulup
Jel tabakalari(8 adel)

- Vitellin membran

S(‘kil V. Yumurta zarlari animal, vegetal bilge kutup hiicreleri.
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Spermanin yumurtaya temast ile sperm yapisinda degisiklikler olur. Akrozom membrani,
sperm plazmolemmasi (hiicre zar) ile birlesir, membramin pargalanmasi ile akrozom igerigi
yumurtaya dogru fibril yada tiip seklinde uzanir. Buna akrozomal flament denir, Sperm lizinleri
bu flament vasitas: ile yumurtaya iletilir, boylece yumurta etrafinda sekonder membranlar eritilir.
Akrozomal flamentlerin yumurtaya temas ettigi yerde dollenme konisi olusur. Sperm yumurta
igerisine alimir. Sperm yumurtaya girince sperm proniikleusunda 180°°lik bir rotasyon gériiliir.
Sonugta sperm proniikleusu, yumurta proniikleusu ile birlesecekleri yere gelir. Sperm bdlgesine
girerken, siiriikledigi pigment graniillerinden izledigi yol belli olur. Buna penetrasyon yolu denir
(26).

Bir sperm yumurtaya girdikten sonra giris yeri diger spermlerin girmesini énlemek amaci
ile derhal kapanir. Ayrica spermanin girigsinden sonra yumurtada olusan fiziksel ve kimyasal
reaksiyonlarda, spermlerin girisini engelleyen etkenlerdendir.Saydigimiz tiim engellere karsin
yumurtaya girmeyi bagarabilen birden fazla sperm olursa, bunlar yumurtay: béliinmeye zorlar,
kendileri de kisa siire sonra dejenere olur. Daha ¢ok yash yumurtalarda goriilen polispermi olayi
boliinme mekanizmasinda kangikliklara yol agtigindan yumurtanin sitolizisine ve sonunda
Oliimiine neden olurlar (26).

Spermanin yumurtaya girigi sirasinda 6nemli ve siiratli iki olay olur:

1) Yumurtanin {izerini saran je! maddesinin siiratle sigmesidir. Jel gelismesinin ilk bes
dakikasinda kabarikligin %30’unu, 15 dakikada %75’ini tamamlar. Bundan sonra gelisme
yavaslar ve sonugta kalinhig1 yumurta ¢apinin 2-3 misli olur.

2) Spermin girisiyle yumurtada ani su kaybi olur . Su kaybi sonucu yumurta yiizeyi ve
bu yiizeyi gevreleyen vitellin membran arsinda perivitellin bosluk olusur, burasi perivitellin sivi
ile dolar (28). Bu siv1 oosit evresinden beri yumurta korteksinde bulunan kortikal graniil
iceriklerini bosaltmalari sonucu olur (38). Ve dollenmis yumurtanin kolayca donmesini saglar.
Olgun yumurtanin belli bir vitellus stoplazma oram vardir (Vitellus ¢ogaldik¢a boliinme hiz
yavaglar: Balfour kanunu) (26). Bu olay spermin yumurtaya sonraki 2.5-3.5 dakikada gergeklesir.
Daha sonra 10. dakikada yumurtanin animal hemisferinin ylizeyi {izerinde bal betegine benzeyen
mikrovilluslar belirir. Bunlarda izleyen yarim saat iginde ortadan kalkar (31).

Yercekimi etkisiyle perivitellin sivi igerisinde yumurta koyu pigmentli animal kutup lstte,

vitellus dolu agik renk vegetatif kutup alta gelecek sekilde déner. Donme islemi laboratuvar
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kosullarinda bir saat siirer. Sperm yumurtaya animal kutuptan girer ve hemen yumurta
proniikleusuna ulagmaya caligir. Spermin girigiyle aktive olan disi proniikleusu ikinci mayoz
boliinmesini tamamladiktan her iki proniikleusun birlesmesiyle déllenme olur (26). Ve es
zamanh olarak yumurta korteksi Oyle bir yer degistirmeye ugrarki; spermanin girdigi noktanin
diametrik olarak karsisina gelen noktasina diisen noktasindaki hilal bolgesinde, kortikal pigment
dispersiyona ugrar. Olusan soluk renkli hilale Gri Hilal denir ve bu hilaller embriyonun

gelecekteki sirtinn belirler (31).

7. Toksisite

Yiizyilimizda ¢aligma hayatt, sosyo-ekonomik yapt yoniinden oldugu kadar vasitalan
yoniindende sayisiz tehlikelerle dolu hale gelmistir. Hizh bir gelisim i¢inde bulunan endiistri,
binlerce kimyasal ve solvan-toksik maddeyi beraberinde getirmig, tarimsal alan tabiatin
verdikleriyle degil, ilmin katuklarn (insektisit, fungisid, rodendisit gibi) ile hasat edilen
tehlikelerle dolu bir harman yeri olmustur. Evlerimizde yapilan tiim isler kozmetik, deterjan,
demiilsan maddelerle goriiliir hale gelmistir. Tip, saghik diinyasina yeni ilag silahlarin1 hizla
slirmekte ve insan bu hizhi vasatta, bunalim ve uyumsuzlugun sonuglarina yine bu yoldan
(hipnotik, sedatif, tranklizan) c¢are aramaktadir (34).

Toksikoloji diinyadaki zehirleri canlilara etkileri, niifuz etme yollari, korunma ve tedavi
yontemleri ile birlikte inceleyen bilim dalina denir (11). Giinlimiiz insaninin iginde yasadigi
ortamda yaklagik 50-70 bin kimyasal madde yer almakta olup, her y1l bu sayiya 300 civarinda
yeni kimyasal madde eklenmekte, bu maddelerin ¢ogu su veya bu yolla dogal gevreye sizip ,
insan ve diger organizmalar igin ciddi bir saghk sorunu olusturmaktadir. Kaldi ki modern
teknoloji sonucu gevreye sizan ve yasanilan ortami kirleten etmenler kimyasal maddelerle kisith
olmayip, fiziksel kirliliklerde (ses, duman, koku, radyoaktivite v.b) bu kirleticilere eklenmekte
ve ¢agdas titketim toplumlarinda dogal kirlilik giderici sistemlerin giderek yetersiz kalmasiyla
kirlenme gok daha ciddi boyutlara ulagmaktadir (29).

Cevre kirliligine yol agan etmenlerin biitiiniiyle ortadan kaldiriimasi, modern teknolojinin
sagladigt refahin siirdiirilmesi agisindan pratik olarak miimkiin degildir. Bu durumda gevre
kirliligini yok etme yerine, bu kirliliginin gostergelerinin belirlenmesi, kirliligin kontrol altina

alinmasi ve boyutunun denetlenebilmesi 6nem kazanmi§ olup gevre kirliliginin yok edilmesi
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yerini kontrol edilebilir bir ¢evre diisiincesine birakmistir (29).

Toksik etkileri akut, kronik, gecikmis etki etki olarak 3 ana gruba ayirabiliriz:

7.1 Akut Etki: Canhnin kirlilikle kargilagmasin1 hemen izleyerek gelisen patolojik yanit
olup, psikoljik sikintidan 6liime kadar degisen tablolar ortaya ¢ikar ve acil tedavi gerektirir.Bu
gibi tablolarda temel etmen genellikle iyi bilinmekte olup, bu etmenlerin varliginin saptanmasi
ve bu saptamada kullanmilacak yontemlerin belirlenmesi genellikle amag igin yeterli olmakta ve
koruyucu Onlemler kolayca alinabilmektedir (29).

7.2 Kronik Etki: Cevreden kaynaklanan kronik etki genellikle akut etmenlerin daha
diisiik dozda ve/veya daha uzun siire temas etmesi halinde ortaya gikmakta olup, beliren tablo
baslangicta akut ctkiye bagh olarak beliren bulgularin daha diigiik siddette olmasi veya
goriilmemesi ile karekterizedir. Sonug olarak baslangi¢ evresinde zararsiz olan bu etki kirlilik
etkeniyle temasin devam etmesi halinde;

a) Giderek artan kirliligin akut tablo olusturacak seviyeye ulagmasi,

b) Kirlilik etkeninin organizmada islenmesi sonucu ortaya ¢ikan ara metabolitlerin zararl
olmast,

¢) Kirlilik etkenine bagli olarak kronik tablolarin olugmasina yol agar (29).

Akut temasa oranla baslangi¢ bulgularinin ¢ok hafif olmasi ve hatta 6liime yol agmamasi
bir istiinliik sa8liyor gibi goriinmekle beraber, kronik temaslar hem zaman zaman 6liime yol
a¢malari, hemde hemde akut temasa oranla geri doniisiimsiiz ve tedavisi miimkiin olmayan
hastaliklara yol agmalari nedeni ile akut formdan daha tehlikelidirler. Kronik etkide de kirlilik
saptanmasinda kullamlacak yontemlerin belirlenip gelistirilmesi ve bunlarin yol agtig: tablolarin
tarif edilerek olaya maruz kalan bireylerde uygulanacak koruma ve tedavi ydntemlerinin

saptanmasi gereklidir (29).

7.3 Geg Etki: Cevre kirliliginin en tehlikeli yonii gecikmig etki bashg: altinda toplanan
etkidir. Gecikmis etki temelde kronik etki ile ayni ozelliklere sahip ise de bu etkiyi akut ve
kronik etkiden ayiran en dnemli yon, akut ve kronik etkide olaya maruz kalan bireyin tek canh
olmasina kargin, gecikmis etkide gelecek kusaklarin saghgimin ciddi bir tehdit altinda
kalmasidir. Bir bagka deyisle akut ve kronik etki sadece bireyi ilgilendirirken, ge¢ etki o

canhdan gelecek ve sonraki kusagi olusturacak yeni nesli vurmaktadir. Mutajenik veya
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Teratojenik adi verilen bu kirliligin saptanmasinda, tipki akut ve kronik etkiyle ilgili olarak
verilen bilgilerde oldugu gibi; kirlilik etkeninin saptanmas: ve bunun saptanmast igin kullanilacak
yontemler 6nem tagirlar. Ancak mutajen ve teratojen maddenin zaman zaman bireyde higbir akut
ve kronik etki gostermemesi ve etkilerinin ancak gelecek kusakta ortaya ¢ikmasi, bu maddeleri
her iki yonden en tehlikeli simfa dahil etmektedir. Bu durum arastiricilart embriyo teratogenesis
iizerine yogunlagtirmistir (29).

Bu yiizden cesitli Test sistemleri gelistirilmigtir.

7.4 Ames Testi

Konunun insan saghig agisindan tasidigt 6nem nedeni ile kirlilik etkenlerinin mutajen,
teratojen veya karsinojen etkiye sahip olup olmadigini belirlemek igin bu giine kadar yogun
cahismalar yiriitilmiis olup Ornegin ; hizhi ve ucuz mutajenite tarama testi olarak 1975’te Ames
Testi gelistirilmistir (1).

Yazarlar daha once kimyasal mutajenleri saptamak igin ok duyarl ve basit bir bakteri
testi gelistirmis olup, incelenen maddeler petri plaklarinda Salmonella typhimurium’un gesitli
Ozgiin mutantlari ile incelenmektedir. Bu test petri plaklarina sican veya insan karaciger
homojenatlarinin  direkt eklenmesi ile potansiyel insan karsinojen veya mutajenlerinin
saptanmasinda kullanilacak sekilde yeniden diizenlenmis olup, bu yolla memeli metabolizmasinin
6nemli bir komponenti invitro test‘ sistemine eklenmis olmaktadir (1).

Ames testi; yolu ile metabolik aktivasyon gerektiren ¢ok cesitli karsinojenlerin mutajen

olarak deteksiyonu miimkiin olabilmistir.
Biiylik boliimii bu testle elde edilmig 6nemli miktarda kamit bir kag istisnas: bir yana birakilacak
olursa, karsinojenlerin aslinda mutajenler oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ise insanoglunun
maruz kaldid1 binlerce kimyasal madde arasinda, potansiyel olarak tehlikeli kimyasal maddelerin
taranabilmesi igin, hizli ve ekonomik bir test sisteminin gelistirilmesi geregini destekler(1).

Bu giine kadar incelenen karsinojen ve non karsinojenlerin %85 kadarinin  mutajen
oldugu saptanmigtir. Bu grubun iginde direkt alkillestici ajanlar, nitroz aminler, polisiklik
hidrokarbonlar, fungal toksinler, aromatik aminler, nitrofuran karsinojenler, adriamisin,
daunomisin ve mitomisin C gibi ¢esitli antineoplastik ajanlarla antibiyotik karsinojenler
bulunmaktadir (1).

7.5 1982°de Sadler tam embriyo Kkiiltiiriinde teratojeniteyi incelemistir. Organojenez
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periyodunun biiyiik boliimii boyunca tam embriyo kiiltiiriinde tutulmus fare ve sigan
embriyolarinda, erken somit evrelerinde normal gelisme ve morfogenez saptanmistir (37).

Kimyasallarin prognostik teratojenik ve embriyotoksik etkilerini ortaya koymak ve dogru
tarama sistemi gelistirmek igin gok gesitli girisimlerde bulunulmustur.

Sadler bu amagla tavuk embriyosu kullanildigini ve avian emriyolarinin daima memeli organ
sistemleri gibi yanit vermedigini, ayrica tavuk embriyosunun , memeli tiirlerine gére bircok
kimyasal ve fiziksel manipulasyona gok duyarli oldugunu ifade etmistir (37).

Yapilan arastirmalarda hiicre kiiltiirlerinin ¢ok genis madde grubunun teratojenisitesini
Onceden kestirmede yeterli olduklar kamitlanmistir . Fakat en iyi hiicre hatlarinin dahi memeli
embriyolari ile uzaktan iligkisinin olup, hiicre kiiltiirlerinden elde edilen bilgilerin invivo memeli
gelismesine nasil uygulanacagi konusunda ciddi kugkular oldugunu yazmistir. Kaldi ki bu
sistemlerin goriilebilecek malformasyonlarin tipi hakkinda higbir 6n bilgi saglamadiklar gibi
Jbelli bir maddeye kargt embriyogencezin hangi basamaginin 6zellikle duyarli oldugu konusunda
herhangi bir bilgide saglamamakta oldugunu ve son olarakta hiicre kiiltiirleri ile invivo
¢alismalarin birbirine benzememesi nedeni ile kullamlacak madde dozunun ne olacaginin
tartismali oldugunu yazmistir (37).

Sadler tam embriyo kiiltiirii deneyinde; kiiltiir ortaminda direkt olarak teratojenlere
maruz kalmig embriyolarla, toksik bilesiklere maruz birakilmig erigkin hayvanlarin serumunda
Kiiltire edilmig embriyolar, invivo kosullarda ayni ajanla olusturulmus malformasyonlara
benzeyen konjenital anormalliklere neden olmustur. Ustelik bu defektler doz ve evreye bagimh
tipte olup daha yiiksek dozlar; daha yiiksek yilizdede malforme embriyo yaratirken, geng
embriyolar yaghlardan daha duyarhdir (37).

Bu sistemlerin kimyasal bilesiklerin teratajenisitesini 6n gérmede potansiyel olarak degerli
olabileceginin gosterilmesine kargin, uygulamaya alinan bir diger yaklasim memeli
embriyolarinin-in vivo habitata benzer bir ortam iginde kiiltiire edilmeleri , hiicre ve organ kiiltiir
yontemlerinin kolay, yinelenebilir, ucuz v.s gibi niteliklerinden yararlanmadir. Boyle bir sistem
elde mevcuttur. Bu yontem memeli embriyolarim invitro kosullarda organogenezin biiyiik dilimi
boyunca, yani teratojenik periyod esnasinda yasatabilmektedir. Ustelik bu evrede gelisim normal
ve invivo kosuldakine benzer hizda devam etmektedir.

Son olarak biiyiik sayida embriyo giiniimiizde kullanilan tipik invivo testlerden énemli 6lgiide
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daha ucuza hayatta tutulabilmektedir (37).
Geride kalan tek soru ise bu ydontemin ¢evresel ve farmasotik bilesiklerin teratojenisitesini

hangi oranda dogru sekilde yansittigidir (37).

7.6 Drosophila Testi: Schuler 1982’de kimyasallarin teratojenisitesini saptamada
Drosofilayr kullanmigtir.

Yukarida da deginildigi gibi piyasada beliren yeni kimyasal maddelerin klasik memeli
teratojenite testleri ile komplet olarak incelenebilmesi karigik dolleme islemi, test protokolu,
egitimli personel gereksinimi ve fiyat agisindan pratik olarak miimkiin degildir (38).

Mevcut kimyasallarin geriye dogru degerlendirilmesi ise bu testleri daha simdiden
tikanug haldedir. Bu nedenle arastiricilar zararli maddeleri olabildigince ¢ok hizli sayida ve hizli
sekilde tarayabilmek i¢in yeni test sistemleri gelistirme ¢abasindadirlar (38).

Zararh maddeleri olabildigince hizli sekilde gergeklestirebilen Drosofila; ideal bir
materyaldir. Wilson’a gore nisbeten kisa bir zaman dilimi igerisinde ¢ok sayida yavrunun
ckonomik olarak tiretilmesi, drosofilanin incelenen kimyasallari absorbe etme , dolagimina alma,
metabolize ve ekstrete etme yetenefine sahiptir. Bu testin yeni bir rutin yodntem olarak
kabuliinden 6nce bazi faktérlerin ¢Oziilmesi sarttir. Teknik becerinin 2 haftada kazaniimasina
karsin, nesnellik derecesi ve/veya gorme becerisi kigiden kisiye degigmektedir. Derecelendirme
yapilirken belli bir belli bir manuplasyon kazanilmasi zorunludur. Kor degerlendirme ideal ise
de kontrol siselerinin islem gormils siselerden ¢ok farkli olmas: nedeniyle bu miimkiin degildir.
Solubilite problemi de mevcut olup sadece suda veya etanolde azami 0.25ml/sise ¢Oziinen
maddeler kullamlabilir. Cozgen olarak kullanilan maddelerinde etkisi oldugundan drosofilada

alinan sonuglarin yorumlanmasinda on dikkat etmek gerekir (38).

7.7 Planarya testi: Best 1982°de invitro teratogenezis i¢in model olarak Planaryay:
se¢mistir. Planarya gibi serbest yiiziicii yassi kurtlarin laboratuvarda kiiltird, bakimi ve
toksikolojik testlerde kullanilmasi olduk¢a ucuzdur (3).

Yapilan ¢ok sayida temel arastirma planaryalarin biyokimyasal ve fizyolojik
organizasyonlarinin bir¢ok yonden memeliler gibi yiiksek hayvanlara benzedigini ortaya

gikarmustir. Bu oOzellikler arasinda ¢ok iyi gelismis bir beyin ve degisken davramislar
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bulunmakta olup, bu hayvanlar av yakalama igin karmasik manevralar yapabilmekte,
ogrenebilmekte ve memeli beyninde mevcut birgok norotransmitteri kullanmaktadir. Planaryalar
memelilerle ayni sekilde gesitli toksik maddelere duyarhidir. Diferansiye olmamus totipotent stem
hiicreler yani neoblastlarin varhgi, bunlann mitoza ugrayip gesitli dzgiin hiicre tiplerine
diferansiye olabilmesinden 6tiirii planarya pargalarindan komplet planarya regenerasyonuna izin
vermektedir. Keza bu hiicreler non-rejenere planaryalarda normal seliiler doniisiim sirasinda
kaybedilen normal hiicrelerin yerine ikame olmaktadir. Hem cerrahi pargalarin regenerasyonu
hemde tim planaryada aberan yeniden modellenme; embriyogenezin 6nemli 6zelliklerine model
vasfi tasumakta ve bunlan teratojenlerin incelenmesinde potansiyel olarak kullanihir hale
gecirmektedir (3).

7.8 i{ydra, Dugesia Testi: 1985'de de Sabourin Dugesia (planarya), Hydra ve Xenopusta
invitro teratogenez testinin degerlendirme sonuglarin cle almistir(46).

Hydra ve Xenopus testlerinde gereken test protokolleri Johson(1982) ve Dumont(1983)
tarafindan gelistirilmistir. Dugesia igin yapilan protokolde su noktalara dikkat edilmistir:

L. Testin azami siiresi olup; kontrol planaryalarinin regenerasyon siiresine bagimh olarak
bu siire 14 giin olarak saptannustir.

2.Genel toksik etkiler ile regenerasyon lizerine olan 6zgiin etkiler arasinda daha ileri bir
ayinim saglamak igin intakt yass: kurtlar, regenere olan yassi kurtlarla birlikte analize alinmistir
(39).

3.Planaryalar grup yerine bireysel olarak test kimyasalina maruz birakilmig ve
derecelendirme giin temeline gore yapilmistir (39).

Sabourin , Dugesia(planarya), Hydra ve Xenopus un degerlendirme sonuglarini ele
almistir. Elde edilen sonuglar bu i¢ testte bitim noktalarinin birbirinden énemli derecede farkl
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (39).

Hydra testinde yapay embriyo ve intakt organizmanin dissoliisyonu regenerat ve intakt
bireyler arasinda toksisitenin mukayesesi igin evet veya hayir tiirii sonu¢ vermistir. Burada
bildirilen Hydra testi bir mitoz inhibitdrii olam (Ferm 1963) vinblastin ile bir DNA sentez
inhibitorii (Scott 1971) olan Hidroksi iirenin memeli teratojenleri oldugunu dogru sekilde
saptamistir (39).

Dugesia sisteminde en fazla gelecek vaad eden bitim noktalan, gdz noktalarinin belirmesi
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2ibi identifiye edilebilir gelisme markirlarina ulagma siiresidir. Best ve Morita Metil merkiiri
ve etanol gibi kimyasallara maruz birakilmis rejenere olan planaryalarda gozienen morfolojik
anormallik ve gelisme retardasyonu 6rneklerini rapor etmislerdir. Sabourin ve arkadaglan da
maruziyet sirasinda gelisen morfolojik anormallikleri farketmislerdir, fakat bu tip yanitlarin
frekanst bunun bir toksikolojik ara¢ olarak kullanilmasina izin vermeyecek kadar kiigiiktiir.
Teratolojik taramada Dugesianin kullanilmast sonug olarak gelisme markerlarinin elde edilebilip
incelenmesine bagimh olacaktir. Alinan sonuglar -2 giin kadar kiigiik bir gelisme ile elde
edilen gelisme evrelerinde, bireysel rejeneratlar arasinda goézlenen bdylesine diisiik bir
gesitliligin; ileri derecede anlamli oldugunu ortaya koymustur. Bu da testin toksisitesinin
deteksiyonunda duyarh bir ara¢ olabilecegini onaylar. Ote yandan bilyiik sayida test kimyasali
kullanarak alinan yanitlarin mukayesesi ile mevcut iliskinin daha ileri boyutta incelenmesine olan
gereksinim burada da mevcuttur (39).

Xenopus embriyosunun Dugesia ve Hydra sistemlerine (stiinligii olup bunun nedeni

toksikologa cok sayida bitim noktas: saglamasidir (39).

7.9 Xenopus Testi:

Yukarida anlatildigr gibi gesitli maddelerin toksik, karsinojen ve teratojen etkilerini
saptayabilmek i¢in bir gok test sistemi gelistirilmistir.

Bu etkilerden teratojen ve mutajen etkinin o canlidan gelecek ve sonraki kusagi
olugturacak yeni nesle yonelik olmasi; arastincilan  embriyoteratogenesis {izerine
yogunlastirmistir (29).

Sonugta embriyo teratojenisini tesbit igin FETAX testi (Frog Embryos Teratogenesis Assay:
Xenopus) gelistirilmigtir.

Amfibi embryolan lzerine gesitli kimyasallarin teratojenik etki yaptig1 daha 1956'da (43)
saptanmig ve amfibi embriyolarinin gesitli kimyasallarin teratojenik ve toksik potansiyellerinin
saptanmasinda yeterince giivenilir olarak kullanilabilecegi gesitli arastiricilar tarafindan ileri
siiriilmils (4,12) ve Greenhouse kurbaga larva ve embriyolarini kullanarak, igme suyunda
bulunan cesitli kimyasallarin teratojenik etkisini ortaya gikartacak bir testin ilk adimlarin
atmistir (20-21).

Hizli ve giivenilir bir teratojenisite testi olarak Xenopuslarin ve embryolarinin
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kullanilmas: ilk kez Greenhouse tarafindan yapilmis, gesitli gruplar testin gegerligini analiz
etmislerdir (2,3,7,13,14). Cevre kirliliginde kullanilacak testlerin ne gibi 6zelliklere sahip olmasi
gerektigi 1982°de Kimmel ve arkadaslan tarafindan 6zetlenmis (39 a gore), Dumont tarafindan
verilen isimle (14,15,16 e gore Dumont) FETAX testi bu On sartlari biiyiik oOlglide
kargilamaktadir. Ayrica, Xenopusta gorillen mutantlar da incelenmistir. Bu testin metabolik
aktivator sistemide cklenecek sekilde gelistirilmesi ile (8, 14, 15, 16, 18, 19, 21,39 ) bu giin

icin teratojenik etkinin saptanmasinda kullanilan en giivenilir standart test elde edilmistir.

8. Lityum Bulunusu ve Kullanihgi:

FETAX testini gergeklestirmek i¢in Lityum tuzu secilmistir. En hafif metal olan lityum
Berzelius tarafindan kesfedilmis ve ilk olarak kayalarda bulundugundan bu ad verilmistir.
Lithos, yunanca tay anlamina gelir. Lityum toprakta organik materyellere bagh olarak bulunmaz.
Kural olarak organik topraklarda disiik miktarda bulunur. Son yillarda lityum insan
psikiyatrisinde Ozellikle manik depresif psikozunda kullanilmakta ve agresifligi azaltarak etki
gostermektedir. Hayvan ve insanda veterinerlikte terapotik ajan olarak kullamilmas: igin gesitli
girisimler vardir (40).

Uzun zamandir lityumun amfibi tiirlerinde larval viicudu etkiledigi bilinmektedir (5, 6,
9, 10, 27, 40, 41, 42, 45).

Pascale ve Leroy; Xenopus'un Hox 2 kompleks gene sahip oldugunu géstermislerdir. Bu
kompleks memelilerde de bulunup; her ikisinde de erken gelisme evresinde genlerin ardigik
ekspresyonunun zamansal ve uzaysal kaidesini saglar. LiCl ve retinoik aside Xenopus
embriyosunun muamelesinin viicudun aksiyal paternini degistirdigi bilinmektedir. Embriyodada
posterior yapi rediiksiyona ugradiginda on yapilar biiyiir ve ucu kesikmig gibi olur. LiCI’{in Hox
geni lizerine dramatik bir etkisi vardir. Bu madde gastrulasyon ve erken noriilasyon siiresince
eksprasyonu siiprese etmektedir. Bununla beraber daha sonra genlerin ekspresyonu yeterli diizeye
ulagir. Hox gen eksprasyonunun kontroliinde 2 fazin varligs ileri siirlilmiistiir. Bu galiymada
veriler Xenopus laevisin Hox 2 kompleksinin, memeli Hox 2 kompleksi ile benzer genomik
organizasyona sahip oldugunu ortaya gikarmistir. Bu kompleks memeli ve amfibilerde yaklasik

350 milyon y1l dnceden kuvvetle korunmustur. Memelilerde Hox 1.3 ve 4’{in Xenopusla ayni
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olup olmadig: heniiz bilinmemektedir (30).

Literatiirde verilen ¢gahgsmada 0.12 M LiCl’e maruz 32 hiicreli evrede maruz birakilan
embriyolardaki anomaliler gésteriimigir. LiCl muamelesiyle elde edilen sonug; Li’a maruz
kalan embriyoda Hox gen expresyonunun normal embriyodan 1 saat sonra baglamasidir.
LiCl'lin sekonder messengerlere sinyal tagima yolunu bloke ederek etki gosterdigi
disiiniilmiistiir. LiCl'in erken evrede muamelesi mezoderm indiiksiyonunu degistirir. Hox
geninin geg gelisen aksis paterni ile ilgisi yoktur, ¢iinkii LiCl muameleli embriyolarda gévde ve
kuyruk eksiktir (27).

William Busa, LiCl’lin teratojen etkisinin polifosfoinositol siklus veya diagilgliserol
anologu aracilig1 ile onlenebilecegini ileri siirmiistiir, Lityum Kkloriiriin 32 hiicreli evrede
mistakbel ventral blastomer mikroenjeksiyonu, Xenopus embriyosunda notokord, ndral tiip,
gozler gibi dorsal anterior yapinin duplikasyonuna yol agmistir(6).

Literatiirde rapor edilen Li’un teratojen etkisinin polifosfoinositol siklusun ara iiriinii olan
miyoinositoliin esit molar koenjeksiyonu ile dnlenebildigidir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
miyoinositoliin koenjeksiyonu ile Li’la muamele edilmis embriyolarda enjekte hiicrelerin blok
boliinmesi veya intraselliiler hiicrelerin Li’un depresyonundan kurtulabilecegi ortaya gikmistir
(6).

Steven yaptig1 cahgmada lityumun teratojen oldugunu bulmustur (42).

Cook lityumun teratojen etkisini saptamak i¢in 0.125 M LiCl'de 64-128 hiicreli fazda
45 dakika veya 0.25 M LiCl'de 9-12 dakika muamele ederek gelisen anomalileri
derecelendirerek 5 gruba ayirmistir (10).

Ayrica Kao ve ark. da 0.3 M LiCI'e 5- 10 dakika muamelede olusan anomalileri 5'e
ayirmiglardir.  Maksimal Lityum duyarhigimn 32- 128 hiicreli evrede oldugunu ve
fertilizasyondan 6 saat sonra muamelenin MBT' de dorsoanterior rediiksiyona yol agtifini

belirtmislerdir( Yamaguchi ve Shinagawa’ya gore 25).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada Xenopus cinsi kurbagalar kullamlmustir. Xenopus embriyolar bir tarama
testi olarak gok bilyiik avantajlara sahiptir. Kurbaga embriyosu klasik bir gelisme sistemi
olusturmakta olup, bir ¢ok gelisme progesi memeli embriyolarinda gordiigiimiiz siireglerle
aynidir. Hormonla indiikte edilerek yilda pek ¢ok kez ciftlesme yaptirilabilir ve farkh gelisme
evrelerindeki gelisme harici olarak malformasyon analizi i¢in hayvam tahrip etmeden kolayca
incelenebilir. Bitim noktalarinin ¢ogu 96 saat iginde kolayca ve nicel olarak degerlendirilebilir.
Ayrica Xenopus laboratuvarda cansiz yemle beslenebilmektedir. Tiim mutantlar: bilinmektedir.
Dollenme ekstra uterin olup gelisme eksternaldir.  Herhangi bir fazdaki malformasyon

mikroskopta kolayca tayin edilebilir.

1. Bakim ve Beslenme

Xenopuslara barinak olarak camdan yapilmig 95x60x44 cm boyutlarinda akvaryumlar
kullanilmigtir, Kullamlan su 3-4 giin agz1 agik kaplarda dinlendirilip klordan arindirilmig sudur.
Bu su analiz edilmistir. Analiz sonuglart soyledir: Cu: yok, Zn: 0.2ppm, Mg:2.5ppm , Ca:
1.5mmol/L, Sertligi: 130 CaCO® mg/L, PH:7.0.

Su seviyesi 5 cm olacak sekilde akvaryuma su konmustur.

Xenopuslarin beslenmesi haftada iki defa yapilmig, donisiimli olarak tavuk cigeri ve
alabalik yemi verilmistir. Indiiklemeden 6nceki bir kag hafta, 2 giinde bir cigerle ad libidum
beslenmistir. Akvaryumlar diizenli olarak temizlenmistir.

" Oda 1181 2343 °C’ de tutulmugtur. Normal 151k periyodu kullamlmustir.

Elde edilen larvalarda beslenme 5. giin baglatilmig, 1spanak piiresi ile her giin besleme
yapilmis, kaplar her giin temizlenmistir. Larva ve iribasglar 35 x27 x15 cm. olan {stii tel
kapakla ortiilii plastik kaplarda tutulmustur. Ayda bir yeni filizlenmig bugday yapragi+ marul
yaprag: hafif¢e kaynatilip gazli bezle siiziilerek hazirlanmistir, Kullanilan bu sebzeler bitki
koruma ilaglarindan korunmak igin iyice ytkanmigtir. 3 haftalik olunca iribaglara yumurta sarisi,
ezilip gazhh bezle siiziilmiis tavuk cigeri, toz alabalik yemi verilmeye baslanmigtir.

Bagkalagimdan sonra beslenmeye tavuk cigeri ezmesi ve toz alabalik yemi ile devam edilmistir.
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Ciinkii bagkalagimdan sonra Xenopuslar karnivor olmaya baglarlar. Bunun en iyi

kanitibarsaklarin kisalmasidir,

2. Hayvanlarin indiiklenmesi

FETAX testine baglamadan Once Xenopus cinsi kurbagalar laboratuvarimiza ilk kez
getirildiginden, bu hayvanlarin laboratuvar kogullarina uyumunu saglamak amaci ile bakim ve
besleme parametreleri incelenmistir.

Bu parametreler sicaklik, beslenme, mekan faktdrii, havalandirma, rastgele alinan
yumurtalarda déllenme orani, aym indiiklemede saat basi toplanan yumurtalarda gelisim faz
farkliliklar, kaptaki iribas sayisina bagh faz farkliliklar (mekan faktérii) dir.

Bu c¢aligmalarda embriyo elde etmek igin  disiye 1000 I.U human Chorionic
Gonadotropin (hCG), erkege S00I.U hCG dorsal lenf bezlerine enjekte edilmistir. Erkek ve disi
ayn1 lireme kabina konup, lizerleri ortiilmiistiir. Ampleksus genelde 2-4 saat sonra basglamis,
yumurta dokme ise 8-14 saat siirmiistiir. Yumurtalar akvaryumdan ucu genis plastik pipetle 20
cm’lik cam kaplara alinmigtir. Déllenmemis veya déllenmig ama normal bolinmeyen yumurtalar

ayrilmagtir.

3. Deney Gruplari ve Degerlendirilen Parametreler

3.1 Sicakhk : Bu parametrenin incelenmesinde; kontrol grubu 20-22°C de, deney
grubu 24-26°C de tutuldu (n=482).

3.2 Besleme: Beslenme parametresinin incelenmesinde; kontrol grubu haftada iki kez,
deney grubu her giin beslendi (n=270).

3.3 Havalandirma: Bu parametrenin incelenmesinde; kontrol grubunda akvaryum
suyundan hava gegirilmezken, deney grubundan siirekli hava gegirildi (n=450.)

3.4 Randomize.Alman Yumurtalarda Ddllenme orani: Déllenmenin hangi oranda
oldugunu tespit igin, 11 kaba 20’ser adet yumurta rastgele alinmis ve mikroskopta incelenerek
dollenmislik orani saptanmistir (n=270)

3.5 Mekan Faktorii: Mekan faktorii parametresinin incelenmesinde; larvalarin

gelisgimleri iizerine etkisini incelemek amaci ile aym indiiklemede elde edilen 2 ayn yumurta
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grubu n=273 ve n=38 olacak sekilde 35x 27x15 cm. olan plastik kaplara su seviyesi 2-3 cm.
olacak sekilde konulmustur. Gelisim evreleri 3 ay incelenmistir.

3.6 Aym Indiiklemede Saat Bagi Toplanan Yumurta Gruplar Arasindaki
Evre Farklarn : Bunu tespit etmek lizere yumurtalar 5 ayrn gruba aynlmistir. Bu galigmada
yumurtlama 8 saat sirmiigtiir. Bu yumurtalar S ayn gruba n=273, n=233, n= 237, n= 246,
n=38 olacak sekilde yerlestirilip, 3 ay siiresince gelisim evreleri incelenmistir.

3.7 Lityumun Xenopus Embriyosuna Etkisi: Lityumun Xenopus iizerine yaratacagi
teratojeniteyi saptama ¢aligmalarinda gesitli literatiirlerden yararlanarak pilot ¢alismalar
yapilmstir.

Bu c¢aligmalarda Xenopus disi ve erkegine asin dozda hCG. vermenin agin ve
olgunlagmamig yumurta verdigini gorildiigiinden, zerk dozu azaltilmgtir.

Tiim pilot ¢aligmalarinda disiye 600 1.U hCG, erkege 400 IU hCG dorsal lenf bezlerine
enjekte edilip , Gireme kabina alinmstir.

3.7.1 Pilot Calisma 1: Bu ¢alismalarin birincisinde elde edilen embriyolar mikroskopta
incelenip , normal dollenmisler ayrildiktan sonra embriyolar 2 hiicreli; 4 hiicreli ve 8 hiicreli
evrelerde, 0.4 M LiCl’a 5 dakika ,0.3 M 1iCI ’a 6 dakika maruz birakilmistir. 4 giin sonra bu
larvalarin bag ve kuyruk uzunluklar 6l¢tlmiistiir. Anomaliler derecelendirilmistir.

3.7.2 Pilot cahsma 2: Ikinci cahsmamizda deneylerimiz 5 kez tekrarlanmigtir. 6 ayn
konsantrasyonda 30’ar adet normal d6llenmis embriyo, 2-4 hiicreli evreden sonra 4 saat evre
7’ye kadar LiCl’a maruz birakilmistir. 4 saat sonra embriyolar saf su ile yikamp LiCl'den
arindinldiktan sonra, Fetax ¢ozeltisine (kontrol) konmustur. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde olenler
ayrilmig ve malformasyon gosterenler kaydedilmigtir. 4. giin sonunda larvalarin bas ve kuyruk
uzunlugu Olgiildii. Anomaliler degerlendirilip her anomalinin goriillme yiizdesi hesaplanmigtir.

3.7.3 Pilot cahgma 3: Uciincii pilot calismamizda ise 9 ayn konsantrasyonda, Evre 7-8
den sonra 96 saat LiCI’e maruz birakilan embriyolarda olusacak anomaliler gozlendi. Indiikleme
yolu ile elde edilen embriyolar, evre 7-8’de kimyasala maruz birakilmigtir. Her 24 saatte bir
olmak iizere, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde dlenler ayrilip, anomaliler kaydedilmistir ve 96.saat
sonunda yasayan embriyolarin bas-kuyruk uzunluklan dlciilip; % 5°lik formalin iginde tesbit

edilmigtir.
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3.7.4 FETAX TESTI: Fetax testini gerceklestirmek icin digiye, yumurta eldesi istenen
giinden 2-3 giin 6nce 351U follikiil stimiilan hormon enjekte edilmigtir. 2 giin sonra aym disiye
4001U hCG ve ciftlestirilecek erkege de 3001U hCG dorsal lenf torbasina enjekte edilmistir.
Erkek ve disi biraraya konulmustur. Erke§in dollemeye hazir oldugu &n ayak parmaklarinda
siyah yapiskan killarin belirmesi ile; disinin ise pupillasinda kizarmasiyla tesbit edilmistir. Bir
araya konulan ¢iftte ampleksus 2-6 saat i¢inde meydana gelmekte olup; ampleksusu izleyen 10-16
saat iginde yumurta birakma gerceklesmistir.

Ciftlesmeden sonra erigkinler ve mevcut artik materyal akvaryumdan gikanilmis ve
yumurtalar ucu genis pastor pipeti ile 20 cm, gaph cam kaplara toplanmistir. Embriyolarin jel
kiliflar1 gikariimamistir (Dumont’a goére). Normal gelisme gosteren embriyolarla, nekrotik
yumurta ve anormal yariklanma gosteren embriyolar ¢ikanlarak, deneyde sadece normal
yariklanma gosteren embriyolar kullanilmistir,

Tim pilot cahsmalarda ve asil testimizde kontrol ¢ozeltisi olarak, Fetax testi icin
gelistiriimis FETAX ¢ozeltisi kullanilmistir (14).

Bu ¢ozeltinin igerigi:

625 mg NaCl
96 mg NaHCO;
30 mg KCl
15 mg CaCl,
60 mg CaS0,.2H,0
75 mg MgSO,
1000 ml deiyonize distile su

seklindedir.
Hazirlanan ¢ozelti iyice karigtirilarak hafifce (PH: 7.9)
havalandinilmistir, Cozelti analiz edilmistir. Bulunan degerler:
PH: 7.9-8.0, Cu (Bakir): yok, Zn (Cinko: 6 u/dl,Mg ( Magnezyum): 10 mg/ dl, Ca (kalsiyum):
2.5 mmol/L, sertligi: 110- 115 CaCO® mg /L., Oksijen igerigi 7.2mg/L olarak bulunmustur.
Cozeltide kullamlan tiim maddeler Merck’ten saglanmistir. Test maddesi olarak kullanilan
LiCl (Sigma L 8895) farkli yogunluklarda olmak iizere Fetax ¢oOzeltisinde ¢Oziilmistir.

Caligmada 9 ayr konsantrasyon denenmis, deney 5 kez tekrar edilmistir. Her kaba 50 ml gesitli
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konsantrasyonlarda LiCl konulmug ve 30’ar embriyo yerlestirilmistir. Sonugta her deneyde
kontrol grubu da dahil olmak iizere 300 embriyo kullamimistir. Tiim galiymada, 1350’si deney;
150’si kontrol grubu grubu olmak iizere toplam 1500 embriyo kullanilmigtir. Embriyolar 2-4
hiicreli evrede kimyasala 96 saat siiresince birakilmigir. 96 siire boyunca ¢ozeltiler

degistirilmemistir. Her 24 saatte bir her kap ayrn ayn kontrol edilerek, gerekenlere ¢ozelti

cklenmisgtir.

4. Verilerin Toplanmasi

24, 48, 72 ve 96. saatlerde Olii embriyolarin sayis1 kaydedilmistir. Malforme
embriyolarin evreleri Nieuwkoop’a (28) gore saptanmustir. Olen malforme embriyolar
malformasyon sayisina dahil edilmemistir. 24. (Evre 27) ve 48. (Evre 35) saate olusan 6liim
embriyonun deri pigmentasyonu, striiktiirel biitiinligi ve irritabilitasi ile saptanirken, 72. (Evre
42) ve 96. (Evre 45) saate Olim ,saydam embriyoda kalp attiminin durmug olmas: ile
kesinlestirilmistir. Olii ve malforme embriyolarin sayisi 96 saat sssonunda her grup i¢in ayr ayrn
kaydedilmistir. ~ Bunun yamisira embriyolarmn evreleri giinlere gore saptanmistir. Her
embriyonundorsal pigmefitasyonu incelenmis ve kontrollere gore daha kiigiik veya azalmig sayida
melenofor gosteren embriyolar anormal pigmentasyon olarak degerlendirilmistir. Hayafta kalan
embriyolar %5-10’luk formaldehit iginde tesbit edilmistir. Her embriyonun bas ve kuyruk
uzunluklan olgiilerek kaydedilmistir.

Tiim deneyler sonunda olusan anomalilerin video kayitlar1 yapilmig, daha sonra ekrandan
anormal embriyo fotograflart elde edilmistir. Meydana gelen derecelendirilerek her grubun

anomali tablosu yapilmustir.

5. Veri Analizi:

Siirvi, malformasyon ve deri pigmentasyonuna ait veriler analiz edilmistir. Logaritmik
konsantrasyonlara karst 6l{im ve malformasyon yiizdeleri milimetrik kagitta giisterilmistir. Yaklasik LC50
ve ECS0 degerleri tayin edilmistir. Biiyiimed’e anlamh bir azalmanin olup olmadig1, gruplandiriimig
gozlemler i¢in ANOVA ile analiz edilmistir,

Mekan faktorii ve beslenme t- testi ile degerlendirilicken | randomize alinan gruptaki dollenmislik orani,

havalandirma ve sicaklik parametreleri X° ile analiz edilmistir.
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BULGULAR

1. Sicaklik ile ilgili Degerler
Caligmamizda; 24-26° C arasinda tutulan hayvanlarda % yasama orammn, 20-22°C

sicaklikta birakilanlara gére daha yiliksek oldugu gozlenmistir (p <0.005).

Tablo 1. 25-26°C ile 20-22°C sicakhiga maruz birakilan iribaslarda % yasama oraninin

degerlendirilmesi

Khi-kare p

24-26°C 20-22°C Degeri degeri
30-35. Giin
Ort.+SE 43+ 1.280 14+1.288 14.375 0.0257
SD 6 6
35-40. Giin
Ort.+SE 36+1.414 124+0.583 17.295 0.0156
SD 7 7
40-45. Giin
Ort.+SE 2940.602 10+ 0.489 19.345 0.0135
sD ] 8
45-50.Giin
Ort. +SE 25+0.927 8+0.489 21.014 0.0126
SD 9 9
50-55.Giin
Ort. +SE 19+0.707 7+0.400 22.078 0.0147
SD 10 10
55-60.Giin
Ort.+SE 15+0.447 5+0.374 23.007 0.0176
SD Il 11

(SD: Serbestlik derecesi)

istatikel anlamlilik 25-30. giinde baslamistir. Gozlemler 60 giin siirmiistiir.
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Sekil 6 . Xenoous Leevis emhrlyosunun yuzde yasem orernl Uzerine ferxll
sicekliflerin efkisinin gunlerc gdre karsxlastlrllmam.
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2. Beslenmede ile Ilgili Degcrler

Kaynatilnug ve gazh bezle ssiiziildkten sonra kullanilan 1spanak ve marul yaprag ile her
giin ve haftada 2 giin olmak iizere beslenen gruplardan,her giin beslenende gelisim evrelerinde
istatiksel anlamhlik goriilmiigtir (p <0.05).

Her giin beslenende evre sayisi ortalama+SE: 49.428 +£4.750 olup; T-testi degeri 4.010,
p dederi ise 0.013 olarak bulunmustur.

Haftada iki kez beslenen gruplarda ise, evre sayisi ortalama+SE; 41.57144.230 olup

T-testi degeri 3.506, p degeri ise 0.05 olarak bulunmugtur.
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Sekil 7 . Xenopus Embriyo Gelisimi Uzerine Beslenme zemsnlerimmn etkileri,

3. Havalandirma ile ilgili Degerler;

60 giin siire ile sularindan hava gegirilen grupta %yasama oraninda istatiksel anlamlilik

gorilmiigtir (p<0.005,p<0.001,

p<0.01). 5-25. giinler arasinda istatiksel anlamlilik

bulunmamgtir. Anlamhihk 20-25.giinlerde baglamistir. Anlamhihk 25-30. giinlerde (p <0.05),
35-40. giinlerde (p<0.01), 45-60.giinlerde (p<.0.001) seklinde gozlenmistir.
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Tablo IL. iki ay siiresince sularindan hava gecirilen ve gecirilmeyen gruplardaki % yasama

oranlarim karsilagtirilmasi

Hava Hava Khi-Kare p

Gegirilen Gegirilmeyen Degeri degeri
20-25. Giin
Ort.+SE 61.780+3.583 27.720+3.027 7.81 0.098
SD 4 4
25-30. Giin
Ort.+SE 52.950+3.296 19.370+1.672 14.78 0.011
SD 5 ]
30-35. Giin
Ort.+SE 45.200+3.603 13.040+0.677 22.61 0.0009
SD 6 6
35-40. Giin
Ort.+SE 35.860+3.681 10.530+0.546 27.69 0.0003
SD 7 7
40-45. Giin
Ort.+SE 30.470£3.095 7.940+0.483 32.70 0.0001
SD 8 8
45-50. Giin
Ort.+SE 24.020+2.076 6.450+0.245 36.90 0.0000
SD 9 9
50-55. Giin
Ort.+SE 17.897+1.210 6.106+0.360 38.56 0.0000
SD 10 10
55-60. Giin
Ort.+SE 14.648+1.166 4.304+0.342 40.75 0.0000
SD 11 11

(SD: serbestiik derecesi)
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Sekil 8 . Sularindan sirekli hava gegirilen Xenopus Laevis embriyolarinda
yizde yasama oranlarinin karsilastiriimza,

3.4 Randomize alinan gruplardaki dillenme orani;

Randomize ahinan gruplardaki dollenmiglik orami %65-85 arasinda gozlenmistir
(p<0.001).
Sonucta randomize ahnan gruplarda; déllenen yumurta sayist ile dollenmeyenler arasinda ve
dollenmis ve normal olan yumurtalarla, anormal olanlar arasinda anlaml farkiihk oldugu
goriilmiigtiir.  Dollenmig, dollenmemiy yumurta analizinde X*: 32.709 ve p<0.001 olarak

bulunurken; dollenmis olanlarda; normal ve anormal boliinenler arasindaki analizde X* :97.838
ve p<0.001 olarak bulunmustur,
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Tablo I, Randomize abman gruplarda dollenmiy. dolenmemiy oran
diotlenmislerde normal. anormal orami( % ).

ve
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EVRE SAYISIX

S. Mekan Faktiriine ait Degerler
Mekan faktoriinii tespit ctmek icin alinan 2 gruptaki cmbriyolar. yaklasik 3 ay
incelenmistir. Elde cedilen bulgulara gore iribay sayisi az olan kapta. gelisim evresi 4 evre

ileridedir.
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Sekil 16, Iki farkh kapteki iribas seyisina begh evre ferkhhklerimm ginlere
gore kersilesirilmess, '

Elde edilen venlere gore aym boyuttaki kapta larvalarin sayisma bagh faz farkhhklan
deneyimizde 1. kapta ortalama (evre) 46.87, IL.kapta 48.77iken +SE siraile 0.261 ve 0.593
olarak bulunmustur (p<0.001).

Sonug olarak Kapta larva sayisi azaldik¢a geligimlerinde anlamh farkhihk oldugu

eOzlenmigtir.
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6. Aym Indiiklemede Saat Basi Toplanan Yumurtalarda Evre Geligsimine

ait Degerler

Bu parametrenin degerlendirilmesinde ise 5.saatten sonra alinan yumurtalarda gelisim

evresinin daha ileri oldugu gozlenmistir,

Tablo IV. Ayni indiikleme ile saat basi toplanan yumurtalardaki evre farklari.

T DEGERLERI P DEGERLERI
Saat ayi Evre 1 2 3 4 5 1 2 3 4
20- 273 47.240. | - . - 2.6 6.7 0 0. 0. 0.
30
21 180 53 02
22 233 46.9+0. | - - - 2.9 4.7 0. 0. 0.
15
180 18 01
23- 237 47.140. | - A ’ 2.7 5.3 0. 0. 0.
21
24 530 182 0l
1-2 246 47.6+0. | 2.6 2.7 2.7 z 4.8 0. 0. 0.
34
3 05 01 010
4 38 48940, | 6.7 4.7 5.3 4.8 - 0. 0. 0. 0.
51
00 0 00 00

(1) Saat 20-21, (2) Saat 22, (3) Saat 23-24, (4) Saat 1-2-3, (5) Saat 4
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Sekil 11, Indikleme ile seat bagy toplansn yumurtalsrim evrelere gore

kersilestirilmes) ) ) ,
) Elae eaiién verilere gore, saat.20°-21% de alinan yumurtalar diger saatlerde alinan

yumurtalarla karsilagtirnldiginda, 22°°-23%-24. saatler arasinda anlamli farkhlik olmadig: ;
farkliligin 19°-2°-3%°(p < 0.05) ve-4. (p<0.001) saatlerde oldugu gorilmiistir.

Saat 22* de alinan yumurtalarin, diger saatlerde alinan yumurtalaria karsilastinlmasinda
2022102224 gaatler arasinda anlaml bir farklihk olmadigi ; anlamlihgin 1°-2%-3% (p<
0.05)ve 4°. (p<0.001) saatlerde oldugu goérilmiistir.

Saat 23%-24 iin diger saatlerle kargilastinldiginda 20™-21-22* de anlamhlik olmadig
:anlamhihifin 199-2%-3* (p <0.05) ve 4. (p<0.001) saatlerde oldugu goriilmistiir.

Saat 1°°-2°-3* {in diger saatlerle kargilagtinlmasinda, 20™-21%-22%-23*-24" (p<0.05)
ve 4% (p<0.00l)ile anlamh oldugu gérilmistir. Saat 4™ ‘in diger gruplarla
kargilastinlmasinda, hepsinde anlamh oldugu goriilmiigtiir (p <0.001).

Sonug olarak saat bagi toplanan yumurtalarda S.saatlen sonra cvre sayisinda anlamh
farkhlik oldugu gorilmiistiir. Bu da muhtemelen uterusa daha dnceden gelmiy yash yumurtalarin
kalitesindeki azalmaya bagh olarak gdzlemlenmigtir. Zaten bu yumurtalarin ¢ogu olgun olmayan

ve dolayisi ile dollenemeyen yumurtalardir,
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7. Pilot Calisma 1’e ait Degerler

Lityum i¢in yapilan pilot cahsmalarin ilkinde 0.3-0.4 M LiCI’e sirasi ile 5° ve 6’ siire
ile 2 hiicreli 4 hiicreli ve 8 hiicreli evrede maruz birakilan gruplarda elde edilen bulgular Tablo
V da Ozetlenmistir. Bu ¢aligmamizda anomali derecelendirilmistir. Bu derecelendirmede A,

en fazla gorilmiis, bunu sira ile A, ve A; izlemistir.

Tablo V. 0.3 mol ve 0.4 mol konsantrasyonlara$ ve 6 dakika lityum kloriire maruz birakilan embriyolarda % yasama,
% malformasyon ve ortalama bag kuyruk uzunluklari.

Konst. Sayi Evre Siire % % : Ortalama

@&/L) Yagam Malfor. Boy (cm)

Kontrol 20 2 Hiicre 2 giin 100 5 0.30+0.78
0.3M 20 2 Hiicre 6 duk. 100 10 0.29+0.74
0.3M 20 4 Hiicre 6 dak. 100 20 0.194+0.41
0.3M 20 8 Hiicre 6 dak. 100 20 0.25+0.71
0.4M 20 2 Hiicre S dak. 100 25 0.28+0.76
0.4M 20 4 Hiicre S dak. 100 20 0.19+.0.51
0.4M 20 8 Hiicre 5 dak. 100 20 0.28+0.69

(Konst.: Konsantrasyon; Maltor.: Malformasyon)
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8. Pilot Calhgma 2’ye ait Degerler

Cahigmalarmn ikincisinde ise 0.01 den 0.1 M’e kadar degisen 6 ayn konsantrasyon2-4 hiicreli
evreden sonra 4 saat evre 7 ye kadar LiCI’e maruz birakilmigtir. Elde edilen bulgular 0.1M LiCl e
4 saat maruz birakmanin embriyoda gastrulasyonu siiprese ettigi bulunmustur. Bulgular Tablo VI de

Ozetlenmigtir.

Tablo VII de ise 0.01 den 0.1 M’a kadar degisen konsantrasyonlarda viicut uzunlugunun

karsilastiriimistir.

Tablo VI. Farkl konsantrasyonlara 2-4 hiicreli evreden sonra maruz kalan Xenopus embriyolarinin
06 saat sonunda elde edilen % yasam ve malformasyon oranlari.

Konst. 1. 1 1L 1. V. V. Toplam % %
Say1 Grup Grup Grup Grup Grup Sayt Yasam Malf.
0.0l M 27N 24 N 26 N 25 N 25 N 127 N

150 1A JA 1A 2A 1A 8 A 90.0 53
0.02M 26 N 23 N 2SN 22N 22N 118 N

150 2A 2A 2A 4A 3A 13A 87.3 8.6
0.04 M 18 N 17N 18 N 16 N 23 N 92 N

150 6 A 8 A 7A 4 A 0A 26 A 78.6 17.3
0.06 M ON 14 N ON 12N 2N SN

150 13 A 1A 14 A 2A 9A 62 A 44.6 41.3
0.08 M ON ON ON ON ON ON

150 9A SA 9A 10 A 1A 34 A 22.6 22.6
0.01 M 0 0 0 0 0] 0

150 0 0 0 0 0 0 V] 0
Kontrol 27N 27N 27N 27N 29N 137N

150 1A 3A 1A 0A 1 A JA 93.3 2.0

Bu ¢aligmada elde edilen % yagama oraminin gruplar arasi kargilagirmalarda; anlamliliin 0.06 mol’ den sonra
bagladify goriilmiigtiir (p <0.001, x*=84.15). % malformasyonunkargilastirilmasinda ise anlamliligin 0.06 mol’den sonra

bagladipn gériilmiigtiir (p <0.05, x* 9.6).
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Tablo VII. Ayni deneyde muamele sonucu canli kalan larvalarin bas-kuyruk uzunlugu (cm.).

Konsant. n Ort+ Kontrol | 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Kontrol 150 1.09+ | - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.002

09

0.01 (2) 150 0.79+ | 0.000 - 0.295 0.016 0.000 0.000 0.00
0.027

0.02 3) 150 0.74+ | 0.000 0.295 - 0.147 0.000 0.000 0.000

' 0.015

0.04 (4) 150 0.67+ | 0.000 0.000 0.147 - 0.000 0.000 0.000
0.51

0.06 (4) 150 0.42+ | 0.000 0.000 0.000 0.000 - 0.006 0.000
0.056

0.08 (5) 150 0.28+ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.006 - 0.006
0.036

0.1 (6) 150 0.10+ | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -
0.000

Tablo VII e gire bas ve kuyruk uzunlugunun karsilastirilmasinda; kontroliin(1) diger gruplarla

karsilastiriimasinda, tiim gruplarla (p <0.001) anlamh oldugu gorilmiistdr. 0.01 M iin (2) diger gruplarla

kargilastiriimasinda sadece 3.grup ile anlamli olmadigi , difer gruplarla ise anlamlilik gosterdiBi

goriilmiistiir (p <0.001). 0.02 M iin (3) diger gruplarla karsilagtiriimasinda ise, 0.01 M ve 0.04 M ile

anlaml1 olmadid, diger gruplarla (p <0.001) anlamli oldugu gozlenmistir. 0.04 M iin(4) diger gruplarla

karsitastiriimasinda,

3. grup ile anlamlt olmadig1,2. grup ile (p <0.05) ve diger gruplarla (p <0.001)

anlamh oldugu gézlenmigtir. 0.06M iin (5) , 6. grup (p>0.05)ile ve diger gruplarla(p <0.001) anlaml

oldugu goriilmiistiir.

0.08 M iin (6) ise 5. grup ile (p>0.05), ve diger gruplarla (p< 0.001) karsilastiriilmasinda anlamli
oldugu goriilmiistiir. 0.1 M iin ise tiim gruplarla (p <0.001) anlamh oldufu goriilmiistiir.
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Sekil 1L Cesitli konsantrasyonlarda 2-4 hilereli evreden sonra 4 sast lityum

klorir'e maruz b.rak.lan embriyolar\n vieilt vzunlugunun kontrole gore
karailastirimas.

Tablo VIII. 2-4 hiicreli evreden sonra 4 saat evre 7'ye kadar lityum kloriire maruz birakilan

embriyolarda anomali derecelendirilmesi

Konsant, o Muamele Nomial  Anteniozasyon Posteriozasyon* % On.Anomali
faz: Al A2 A3 A4
Kontrol 150 24 hiiere 127 3 - - - 23 Al
0.0l 150 2.4 hiicre 127 8 - - - 5.9 Al
0.02 150 2-1 hiicre 118 13 - - - 9.9 Al
0.04 150 2-4 hiicre 92 7 S 4 - - §.9 A1, 12,7 A2, 3.58 A3
0.06 150 2-4 hiicre 62 23 - - 29 A1, 44 A2
0.08 150 24 hiiere M. 6 12 6 - 8.8 A2, 17.6 A3, 23.5 A4
0.1 150 24 hiiere

(™ PI, P2, P3 vc P4 ile degerlendirilen anomaliler goriilmemigtir.
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v 1
Sekil 13. 0.01 ve 0.02 M’de 4 saat LiCl'e maruz birakilan embriyolarda gorelen anomaliler.

Sekil 14. 0.04 M’de 4 saat LiCl’e maruz birakilan embriyolarda gorelen anomaliler
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L
Sekil 13. 0.06 M'de 4 saat LiCl’e maruz birakilan embriyolarda gorelen anomaliler.

Sekil 16. 0.08 M’de 4 saat LiCl’e maruz birakilan embriyolarda gorelen anomaliler.
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9. Pilot Calisma 3’e ait Degerler

Asil sunacagimiz deney bulgusunu vermeden dnce ayni konsantrasyonda Evre 7-8 den

itibaren96 saat siiresince maruz birakilan embriyolardaki bulgular Tablo IX da verilmistir.

Tablo IX. Evre 7-83en sonra 96 saat LiClé maruz birakilan embriyolarda % yasam % malformasyon oranlan
ve evre sayilar.

Konsant, 1. 11, . IV, V. % %

@/L) Grup Grup Grup Grup Grup Yagam Malf.
28 E45 26 E45 25 E45 26 E45 28 E45

3x10°™ 2A 3A 2A 3A 2A 96.8 8.0
24 E45 24 E45 25 E45 26 E45 25 E45

4x10°M SA 4 A 4A 1A 3A 94.0 11.3
23 E45 23 E45 25 E45 26 E45 23 E45

6x10*M 5SA 2A 3A 4 A JA 88.0 8.6
21 E45 22 E45 23 E45 23 E45 20 E45

8x10*M 6 A 5SA 4 A 2A 6 A 87.3 15.3
23 E45 18 E45 22 E45 23 E45 18 E45

9x10™ TA 6 A 5A 2A 6 A 86.6 17.3
23 E45 23 E45 20 E45 17 E45 19 E45

1x10°? 5A 4 A 3A 3A SA 81.3 13.3
21 E45 23 E45 18 E45 16 E45 18 E45

ax10°? 9 A 5A 2A 3A 6 A 80.6 16.6
18 E4S 20 E45 18 E45 17 E4S 15 E45

4x10*} 3A 5A I A 4 A 9 A 73.3 14.0
15 E45 20 E45 16 E45 22 E45 14 E45

6x10° 9A 3A SA 1A 4 A 72.6 14.6
29 E45 29 E45 29 E45 27 E46 29 E45

Kontrol 1A 1A 1A 1A 1A 95.3 33

Bu deneyde aym konsantrasyonda fakat farkli evrelerde LiCI'iin gesitli yoBunluklarina maruz
birakilan embriyolarda hem % yasam oraninda hem de anomali tipleri arasinda farklar bulunmustur.
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Tablo X. Evre 7-8den sonra 96 saat LiCle maruz birakilan embriyolarda gorilen anomali tipleri.

Kons. (dem Biil K.esr. Som.biik. Mikrosf .dep.  Siklopia  Mikroft. Spina bif. Yolk Goz.medi. Al A2 A3 Ad m2prip4d
3x10* 6 2 4 6 4 8 4 - - 6 . - - - - - - -
4x10* 10 - 13 3 9 4 ; i - 8 . - . y - 3 - -
6x10° - - 5 : - 13 - - - 13 . - ; . 4 - 3 3
8x10* 23 4 23 8 8 . 8 . 3 5 - . . - - - - -
9x10* 15 6 16 5 6 1 - - - - -
1x10* 10 - 6 2 3 5 0 2 - - 2 9 2 2 1 7 - -4
2x10* 15 - - - 7 1 : y . e - . 1 4 3 - - -
4x10* 8 8 - 13 1 - - 9 . 5 . - - - - - 3 -
6x10* 20 22 - pal 19 15 - 8 2 3 6 - - - - - - . -
Kontrol - 4 - 2 - - N . - R - - . - - - - -

<1




10. FETAX Testine ait Deferler

Vermek istedigimiz asil deneyimizde LiCI’e 96 saat siire ile 2-4 hiicreliden sonra 2x10-4 den
8x10-3M e kadar degisen 9 ayri koonsantrasyona maruz birakilan embriyolarda elde edilen bulgular

Tablo X1 de verilmistir.

Tablo.X1. 2-4 hiicreli evreden sonra 96 saat LiCl e maruz birakilan embriyolarda yasam, normal, anorma
oranlari (%). (n:1500).

Lgrup Il.grup | Ilgrup 1V.grup V.grup Top.N.An Ort.% ort.% Ort. %A
. normal
yasam normal
Kontrol(1 27N 28N. 27N. 28N. 27N. 137N.7An 96 91.3 4.66
) lAn. {An. 2An. {An. 2An.
2x10%2) 27N. 27N. 27N. 26N. 26N.3An 133N, 97.3 88.6 8.66
2An. 2An. 3An. . 13An.
3An.
4x10%% 22N. 23N. 24N. 22N, 2IN.3An 112N. 88 74.6 13.3
4An. 2An. 4An. . 20An.
7An.
6x10%4) 20N 20N. {9N. 18N. 19N. 96N. 82.6 64 18.66
1An. 6An. 3An 28An.
7An. 8An.
Sx10%® [ON. [4N. [ON. I8N. 1SN. 72N. 80 48 32
17An. 8An. 48An.
0An. 9Aun. 7An.
9x107%(6) I2N. 1IN, 13N. LN [4N GIN 92 40.6 51.3
14AN. 16AN. 15An. i7An. 15. 77An.
2x10%7) ON. ON. ON. ON. ON. 9N. 49.3 6 94
12An. 14An. 13An. 18AN. G5An.
8An.
4x10%8) 0.N. ON. ON. ON. ON. ON. 253 - 100
7An. G6An. 8An. 9An. 8An. 38An.
6x10%9) - - ON. O.N. 3.33 - 100
3An. 2An.




Tablo. XIL x10" Mol konsantrasyona 2-4 hiicreliden sonra 96 saat maruz birakilan embriyolarda bag
uzunlugu (cm.)

Kon.(g/L) | Ort.+SE I’ 2 3 4 5 6
Kontrol(l) | 0.204+0.002 | - 0.181 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000
2x107(2) 0.194+0.005 | 0.181 - 0.066 { 0.000 | 0.000 | 0.000
4x10™(3) 0.180+0.003 | 0.003 0.066 - 0.021 0.006 | 0.001
6x107(4) 0.1624+0.007 | 0.000 0.002 0.021 | - - 0.281
8x107(5) 0.158+0.007 | 0.000 0.000 0.006 | 0.585 |} 0.585 | 0.585
9x107(6) 0.154+0.004 | 0.000 0.000 0.001 0.281 0.585 | -

(*) p degerleri

Tablo XIII. x10* M konsantrasyona 2-4 hiicreli evreden sonra LiCI’¢ 96 saat maruz birakilan
embriyolarda kuyruk uzunlugu (cm).

Mol(gr/L) | Ort+SE r* 2 3 4 5 6

Kontrol(1) | 0.876.0.004 | - 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
2x10°(2) | 0.666.0.008 | 0.000 | - 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
4x10"3) | 0.574.0.016 | 0.000 | 0.000 | - 0.011 | 0.000 | 0.000
6x10%4) | 0.538.0.012 | 0.000 | 0.000 | 0.011 |- 0.289 | 0.000
8x10%(5) | 0.524.0.009 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.289 | - 0.000
9x10%6) | 0.452.0.015 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

(*) p dederleri



Tablo XIV. x10® M konsantrasyonda 2-4 hiicreli evreden sonra 96 saat LiCl’e maruz birakilan
embriyolarda bas uzunlugu(cm.)

Kons. (g/L) Ort+SE 1 2° 3* ‘4‘
Kontro(1) 0.204.0.002 - 0.06 0.000 0.000
2x107(2) 0.164.0.012 0.06 - 0.311 0.000
4x107(3) 0.116.0.002 0.000 0.031 - 0.003
6x107(4) 0.044.0.027 0.000 0.000 0.003 -

(%) p degerleri

Tablo XV. x10° M konsanrasyona 2-4 hiicreliden sonra 96 saat LiCI’e
maruz birakilan embriyolarda kuyruk uzunludu(cm.)

Kons. (gr/L) OrtSE 1° 2" 3° 4"

Kontrol (1) 0.876.0.004 | - 0.000 0.000 0.000
2x107(2) 0.356.0.027 | 0.000 - 0.093 0.000
4%107(3) 0.272.0.014 | 0.000 0.093 - 0.000
6x107%(4) 0.102.0.062 { 0.000 0.000 0.003 0.000

(*) p degerleri

Elde edilen veriler bas ve kuyruk uzunlugu ayri olarak degerlendirilmigtir.Ayrica x 10° M ve x
107 M ile elde edilen bulgular ayrt degerlendirilmigtir.

Bas uzunludu ve kuyruk uzunlugu bulgularimiz (x10° M) soyledir:

Kontroliin (1) diger 5 grupla karsilastirlmasinda sadece ( 2x10) ile aralarinda anlamlt bir
farklihk olmadigi, diger gruplarla anlamli oldugu goriilmiistir (p <0.001ve p<0.005). 2x10™ M(2) iin
diger gruplarla karsitastirimasinda; ayni sekilde sadece kontrolle anlamli farkhihk gOstermedigi; 4x10°*M
ile (p<0.05), 6x10*M (0.005) ve 8x10*M ile 9x10*M (0.001) anlamhlik gosterdigi gbzlenmistir.
4x10°'M (3)iin diger gruplarla karsilastimimasinda, kontrol (p<0.005), 2x10°M (p>0.05), 6x10°M
(p <0.05)oldugu ve 8x10°*M (p<0.005) ve 9x10”*M (p<0.005) konsantrasyonlari arasinda yani tiim
gruplarla anlamhilik gosterdigi gozlenmistir. 6x10* M (4) Gn diger gruplarla kargilasuinimasinda; 1.

(p<0.001).2. (p< 0.005), 3. (p<0.05) gruplar arasinda anlamhlik oldugu, 5. ve 6. gruplar arasinda
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ise anlamlilik olmadig1 gozlenmistir. 8x10°*M (5) diger gruplarla karsilastiimasinda; 1. (p <0.001), 2.
(p<0.001), 3. (p<0.05) gruplar arasinda anlamlilik oldugu, 4.,6. gruplar arasinda ise anlamli farkhligin
olmadigt gozlenmistir. 9x10*M (6) diger gruplarla karsilastinldifinda; 4. ve S. gruplarda anlamlihik
gostermedigi goézlenmistir. 1. ve 2. (p<0.001), 3. (p<0.05) gruplarla arasinda farkhhik oldugu
gizlenmistir.

Sonug olarak: Kontrol(1) ve 2. grup arasinda bas uzunlugu agisindan farklilik olmadigi, 3. grubun
tlim gruplarla anlamhlik gosterdigi , 4.grubun kendisinden az konsantrasyondaki gruplarla anlamlilik
gosterdi8i . kendisinden fazla konsantrasyondaki gruplar arasinda ise anlamhlik gostermedigi, 5.grubun
3. ve 4. gruplarla anlamhlik gostermedigi ; diger gruplarla anlamhihk gosterdigi, 6.grubun ise 4.ve 5.
gruplarla anlambilik gostermedigi; diger gruplarla ise anlamlihk gosterdigi gorilmigtiir.

Tablo XIII bas uzunluBu ve Tablo XIV kuyruk uzunlugu degerlerini vermektedir( x10™ M).

Tablo XIV e gore, kontrol (ort. 0.876 ) grubu, diger gruplarla karsilastirildifinda hepsi ile
anlamlt oldugu goriilmiistiir (p <0.001).

2x10* M (2) ile difer gruplar kargilastinldifinda 1.,3., 4., 5., 6. gruplarla anlamh oldugu
goriilmiistir (p < 0.001). 4x10° M (3), diger gruplarla karsilastirildiinda, 4.grup ile (p< 0.05), 1. 2.
3. 4. 5. 6.gruplarla (p<0.001) anlamli oldugu goriilmiistiir. 6x10* M (4) difer gruplarla
karsilastinldiginda, 5. grup ile anlamli olmadify, 3.grup ile (p<0.05), 1.2.3.6. gruplar arasinda
(p<0.001) anlamli oldugu goriilmistiir. 8x10* M(5) . diger gruplarla karsilastinldiginda 4.grup ile
anlamlilik gdstermedidi, 1. 2., 3., 6. gruplarla anfamhlik gosterdigi gériillmdstiir (p<0.001).
9x10™* M diger gruplarla karsilastinilmasinda; tiim gruplarla anlamlihk  gosterdigi  gOriilmistiirm
(p<0.001).

Sonugta Kontrol (1), 2. 3. gruplarin diger tiim gruplarla ve kendi aralarinda anlamli oldugu ,4.
grubun 5. grupla; 5.grubun 4.grupla anlamli olmadig , 6.grubun ise tiim gruplarla anlamli oldugu
gOriildii. Yani 6x10™ M ile 4x10* M konsantrasyondaki gruplarda boyca uzamanin birbiri ile anlaml
farkhilik gostermedi8i ortaya ¢ikti. Tablo XIV. Kuyruk uzunlugu(10 = M).
x10° M de bas uzunludu karsilastirilmasindaki bulgular (Tablo XV), kontrol(1) grubu diger gruplarla
karsiastirndiginda. 2.grup ile (p>0.05) ,3. grupla ve 4.grupla (p <0.001) anlamlilik gostermistir.
2x107° M (2) diger gruplarla karsilastinldiginda 1. (p>0.05), 3.ve 4.(p <0.001)gruplarla anlamli oldugu
goriilmiistiir. 4x10™ M (3) diger gruplarla karsilagtirildifiinda, 2. grupla anlamli olmadigy, 1. (p <0.001),
2. (p<0.05), 3. (p<0'.005) gruplarla anlamli oldudu goriilmiistiir.
6x10° M diger gruplarla karsilastirddifinda 1. 2.gruplarla (p<0.001), 3. grupla (p <0.005) anlamls

oldugu goriildii. x10™ M de kuyruk uzunlugu kargilastinildifinda, su bulgular gizlenmistir (Tablo XVI).
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Kontrol (1) grubu diger gruplarla karsilastirildifinda sadece 2. 3. 4. gruplarla(p <0.001) anlamh
oldugu gozlenmistir,
2x10™* M (2) ile diger gruplar karsilagsurildifinda; 4. grupla (p>0.05), 1. grupla (p<0.001), 3. grupla
(p <0.005) anlaml1 oldu@u gorilmiigtiir. ‘
4x10* M (3) diger gruplarla kargilasurildiinda; 2. grupla (p>0.05), 4.grupla (p<0.003), 1. grupla
(p <0.001) anlamlt oldugu gorilmiistiir.
6x10* M (4) diger gruplarla karsilasunildiginda; 1.grupla (p<0.001), 2. grupla (p <0.001), 3.grupla
(p <0.005) anlamlt oldugu gériilmiistiir.
Sonugta 2x10° M ile 4x10° M konsantrasyonlarda kendi aralarinda anlamlihk olmadigi,diger tiim
gruplarin kontrolle ve kendi aralarinda anlamh oldugu goriilmiistiir.

Bu deneylerde kontrol gruplarinda %4 oraninda anomali(6)* %0.6 oraninda 6lim(1) g6riilmiistiir.

Anomaliler somit biikliimlenmesi, kuyruk egriligi gibi nisbeten hafit anomalilerdir.
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Sekil. 19 Xenopus iribagi ( kontrol)

Sekil. 20 2x 10* M LiCI a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler
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Sekil. 21 4x 10* M LiCI a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler

Sekil22 ox 10* M LICT a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler
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Sekil. 23 8x 10" M LiCI a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler

SN 23 Yy

Sekil. 24 9x 10* M LiCI a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler
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Sekil 25 2x 10 M LiCl a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler

Sekil. 26 4x 10* M LiCI a 96 saat maruz birakilan emriyolarda anomaliler



Scekil. 28 0.3 M LiCl de 6 dakika birakilan embriyo

63



oG
.

HE

Y8 KT O

ﬁ_
Ly
\\( Dt
lid

/ -

/
To%

N

07
Ot

98

ooy

SRS L R nre

FIXT px g

=

. o¢
ay
0%

09

_8800QQ . OO IL

5 TETo 0 T 0507



19

LALIAZap 0SOT A4 07T UAIPA AR epuisewenEAN [DIT YIPRES 96 6T IPS
: 9 ja H



ROLATIF DEGISIM (%)

TARTISMA VE SONUC

). Xenopus®un Kullamm Alanlar

Amtibiler son yillarda gittikge artan kullanim alam bularak hayvan sistemlerinde popiiler model
durumuna gelmislerdir. 1983-1994 yillary arasinda gesithi deney hayvanlanimn kullanim viizdesini
saptamak igin yaptigimiz Med line taramasinda Xenopus kullanmminda %225 oramnda artiy oldufu

glizlenmigtir (Sekil 30.)

. YILLAR
1994

300
250
200
150 | |
100 [

: . ; [ .
XENOPUS SICAN pomMuzZ FARE K.SINEK KURBAZA

Sekil.30. 1983-1994 villart arasinda gesitli deney hayvanlaninin Kullamm yizdest.,

Nenopusun ilk kullamim alam gebelik testleri olmustor. Son yillarda Nenopusta gen mithendisligi
alamnda 1 gen izolasyonureseptor  komponentlerinin kimliklendirilmesi. mRNA - injeksiyonu ile
translasyon sadlanmasi. niikleer transplantasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Xenopus™ un erken
kullamimlan Witschi, Gallieu tarafindan hormonlarla cinsivet degistirme iglemiyle olmustur. 1950 de John
Gurdon Xenopusta itk olarak niikleer transplantasyonu gergeklestirmistir. Diger taraftan embriyolojide
yaygin bir sekilde kullanilmaktadie (7 ye gore).Bir ¢ok gruplar Xenopus Luevis™ in inbred honjenik

dayantkls suslarim diretmiglerdir (36).



Xenopus embryolar: tarama testi olarak ¢ok biiyilik avantajlara sahiptir. Bu embryolar memeli
embryolar: ile aym gelisme sireglerini izleyen klasik bir test hayvam olup (8, 31, 33), diger
kurbagalardan farkh olarak laboratuvarda cansiz yemle (alabalik yemi) beslenebilmekte, gerektii anda
yilin herhangi bir zamaninda embryo elde edilebilmekte, dollenme viicut disinda gergeklesmekte ,
embriyonik gelisme saate bagli olarak standardize edildiginden farkli gelisme evrelerinde gézlenen
malformasyonlar hayvani tahrip etmeden kolayca incelenebilmektedir (S5, 29).

Noble, Xenopusu tarif ederken bazi karekteristikleri " primitif" bazi karekteristikleri ise
ozgiinlesmis olarak tamimlamigtir. Ote yandan Xenopusa ait karekteristiklerden hangilerinin sudaki
yasama uyum sonucu Ozgiinleserek kazamilmg olduBu, hangilerinin ise karadaki yasama uyum sonucu
kaybedilmeyi temsil ettifi konusunda goriis birligi bulunmamaktadir. Bir baska deyisle acaba Xenopusun
atalari 6nce karada yasarken bu genus daha sonra tekrar su ortamna geri mi dénmiistiir, yoksa Xenobus
daha hala karada yasamasi igin gereken evrimden ge¢memis midir? Bu sorunun hala kesin yamti
bulunmamakla beraber kesin olan ey, bu hayvanin bir grup su kurbagasini iceren Pipidaeye dahil olup
Bufonoid kara kurbaBalari ile ilgisi olmadifidir. Kara kurbagasi adimn (toad) Xenopusa yapisip
kalmasinin muhtemel nedeni hayvanin diger bir¢ok su kurbagasindan farkli olarak kara kurbagalarinin
¢irkinligine sahip olmasidir. Ancak hayvanmn tiim gelisme evreleri incelenecek olursa yeterli mekan ve
temiz kosullarda bunlarin gok istekli olarak yizdikleri goriliir. Larvalar harikulade gizgilere sahip ve
saydam olup bagkalagimi tamamlayan uzun bacakh kurbagaciklar, diger diger tiim bebek ve gencler
kadar sevimlidirler. Erginler biiyiik gdvde ve oburluklarin telafi etmek lizere Oylesine ilging anatomik,
fizyolojik ve gelisimsel 6zelliklere sahiptir ki en sonunda kendilerini arastiricilara sevdirmis ve cazip bir
laboratuvar hayvan: olma ozelligi kazanmislardir (31).

Xenopus laevis tiirii kurbagalar laboratuvarimiza ilk kez getirildifinden FETAX testine gegmeden
Once bu hayvanin  laboratuvar kosullarinda en rahat {iretilecegi , bakilacagi kosullari saptamak iizere
gesitli gahismalar yapilmistir. Sicaklik, beslenme, havalandirma, mekan faktGrill, rastgele toplanan
yumurtalarda dollenmislik oranini saptamak lizere bir seri deneyler yapilmistir:

2. Sicakhik: Xenopus laevis 14°C nin altinda 26°C nin {izerinde uzun siireli muamelelerde strese
girerler. Yasayan ergin sayisinda, yumurta kalitesinde ve oositlerde azalma goriliir. Stres oositlerin
atrezisine neden olur (44). Hangi sicaklikta embriyolarin daha iyi gelistigini saptamak lizere bu deney
yapilmug ve 24-26 °C sicaklikta larvalarin daha iyi biiyliyiip gelistigi goriilmiistiir (p <0.001) (Sekil VI,
Tablo 1, Sekil 6).

66



3. Beslenme: Larvalarda 5. giin baslar(28, 44). Isirgan otu tozu, alfa alfa yaprad tozu ile
miikemmel sonuglar elde edildigi ileri siiriilmiistiir. (Nicuwkoop, Faber 1975(28° e gore), Ozgiinen 1994
(32’ ye gbre ). Digerleri kuru maya (Thomson 28’ e gore) ciger tozu (Deanesly,Parkes 1945 28° e gore
) ile de iyi sonug alindifin1 bildirmislerdir (Faber 33.e gore). Fakat taze dana cigeri kullaniminin tatmin
edici olmadig1 ve biiylime inhibisyonu ile anomalilere yol a¢tif1 bildirilmistir. Wunderlich ve ark. 1sirgan
otu tozu, maya ve kemik tozunu 7:2:1 oraninda kullanmglardir. Kemik tozu kalsiyum ve fosfat kaynagi
olarak hizmet eder. Bunlar yetersizlifinde hayvanlarda hayvanlarda iskelet deformiteleri meydana
gelmektedir(44’ e gore). Taze siit diyetine liyofilize maya basarili bir sekilde kullamlmigtir. Siit glinde
iki kez lizerini tam Ortmeyecek sekilde kiigiik miktarlarda ilave edilmistir (Kobel ve Nieuwkoop 44’e
gore). Beslenme zamanlan igin gesitli oneriler bulunmaktadir. Arastirmacilar genelikle beslenmenin
hattada 1 kez (28), 2 kez veya hergiin olmasim1 6nermiglerdir. Beslenme amfibi larvalarinda agiz
agildiktan sonra hala bir siire yedek yolk kullanabilecefinden bu siire iginde beslenmesine gerek
yoktur.Anuranlar herbivordur.Ama karma diyet genellikle en iyisidir. A¢ kalan kurbaga iribaslar1 &li
iribaglar1, kurtlar1 ve diger organizmalar: yerler. Anuran iribaslarinin barsaklarinin uzun olusu bunlarin
vejeteryan diyetle beslendiginin kaniudir (33). Sadece protein ve non vejeteryan diyetle beslenen tiirlerde
barsak kisalma egilimi gisterir. Ispanaktaki oksalik asit tarafindan olugturulan ve baskalasim evresindeki
kurbaga iribaglarinda sikhkla goriilen bibrek taglari ciddi hasara neden olmaz ve gorildigi kadar ile
ispanak diger diyetlere oranla larvalari baskalasima c¢ok daha hizla ulastnrmaktadlf (33). Bizim
calismamizda larvalarin iyi gelisebilmesi ve yasama oraninin artmasi igin hergiin beslenmesi gerektigi
bulunmustur. Larvalari beslemede, hafifge kaynatildiktan sonra gazli bezden siiziilmiis 1spanak 0zii
kullanilmugtir (28,33) (p <0.05) ( Sekil 7).

4. Havalandirma: Bazi yazarlara gore larvalar kendi akcigerleri ile solumaya baslayincaya kadar
sudan hava gegirilmesi zorunludur (Bu yiizeyde hava kabarciklarinin goriilmesi ile anlasilir ( 5. giin))
(40, 44). Havalandirmanin larva biiylimesini hizlandirdift ve su yilizeyindeki fazla besinin havalandirma
yolu ile uzaklastirilarak larva oliimiinii azaltuigi ileri sirlilmiistiir (44).

Bizim ¢alismamizda, sudan hava gegirme islemi sadece 5 giin degil ; 60 giin siiresince devam
ettirilmigtir. flk 5 giinde kontrol ve deney gruplari arasinda istatiksel anlamlihk bulunamamigtir..
Farkhihk 15. giinde baglamistir (p< 0.05, p<0.01, p<0.001) (Tablo I, Sekil 8.)

5. Mekan Faktorii: Cesitli arastiricilara gore (ortam) mekan gelisim hizint belirlemede ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Diger tiim faktorler sabit tutuldugunda kalabalik olmayan gruplarda gelisim
daha iyidir. iribaglar hareket etmeye ve gida aramaya baslar baslamaz gelisme hizinda farkhlagma

belirir. Ayni yumurta kiimelerinde dahi gelisme hizi yoniinden genetik farklihk bulunabileceginden,

6%



gelisme hizlarinin hem farklt hem ayni sayida hayvan igeren boliikler arasinda oranlanmasi gerekir (32).
Bu deneyde diger kosullar sabit tutularak sadece kaplardaki iribag sayisi farkli tutulmustur. Yiizey alam
tiim kaplarda aym oldugundan ¢déziinen oksijen miktarida sabit olacak ve ozellikle iribaglarin hareketli
olusu vasati siirekli kangtirarak goziinen gazlar tiim kapta esit hale getirilecektir (32,44). Bunu
laboratuvar kosullarinda gézlemliyebilmek igin; aym biiyiikliikte iki kaba farkh sayilarda embriyo
konulmustur. Geligim fazlari Nieuwkoop’a gore degerlendirilmistir. Larva sayis1 az olan kapta gelisim
evrelerinin daha ileri oldugu gozlenmistir. Bu sonucumuz difer arastiricilarin sonuglari ile uyumludur
(ort+SE siraile 46.7, 48.77 ve p <0.001) ( Sekil 10).

Sonugta arastiricilar gok hizli bir gelisim istiyorlarsa kapta az sayida iribas bulundurmali, daha
stk beslemeli, zengin besin kaynagi vermeli ve 23°C de sicakhigi sabit tutmahdir. Tabi bu metod sadece
az sayida hayvan gruplarinda uygulanabilir (44). Bizim elde ettifimiz sonuglarla tek gelisen nokta
sicaklifin 24-26°C arasinda olmasi ile en iyi almamizdir. Ayrica bizim ¢alismamizda, sularindan sadece
akciger solunumu baslayincaya kadar; S giin siiresince degilde siirekli hava gegirmenin gelisim agisindan
bir farklhilik yaratmasa da yasama oraninda anlamhi farkliliklarar saptanmustir (Sekil XI).

6. Randomize Ahnan Gruplarda Dollenme Orani: Yiizde dollenme oraninin % 65-85 oldugu
gozlenmistir (p <0.001). Literatiirler deneylerde %95 ve iizeri fertil gruplarin deneylerde kullaniimasimi
onermektedir, ancak ¢alismalarimizda gerek dogal yolla gerek indiikleme ile bu orana ulasilamamstir.
Bu giine kadar 40.483 adet yumurta elde edilmis, ancak bunun 12.025 tanesinin dillenmis olduBu
saptanmagstir. Toplam 34 defada elde edilen bu gruplérda dolleneme oram %49.58 dir.(Sekil 9, Tablo
1),

7. indiikleme ile Elde Edilerek Saat Bagi Toplanan Ymurtalarda Evre Farklari: 5. saatten
sonra elde edilen yumurtalarda gelisim evrelerinin daha ileri oldugunu gézlemlenmistir. Bununla beraber
literatiirde bu bulgumuzu destekleyecek bir veriye ulagilamamistir (p <0.05, p <0.001) (Tablo IV, Sekil
11).

8. Toksisite: Belli miktarda alindif1 takdirde canli organizmaya kimyasal yollardan zarar veren
ve hatta oliimciil olabilen biitlin maddelere zehir denir. Bir kimya laboratuvarinda bulunan kimyasal
maddeler ve bilesikler miktarina ve kullanim maksadina gore zehir yada ilag yerine gegebilirler. Pratikte
zehir(toxique, poison) Ozelligine sahip maddeler gram hatta miligram diizeyinde organizmada zararh
degisikliklere ve vazife karigikhiklarina neden olan ve bu etkileri kimyasal ve/veya fizikokimyasal

yollardan olusturan nesnelerdir (11).
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9. FETAX Testi: 1977°de Amerikan Kimya dernedi total 4.029.907 adet birbirinden ayri
kimyasal bilesifin bulundugunu ve buna her hatta 5000 yeni bilesigin eklendigini yayinlamistur, Bu
maddelerden sadece 1930 tanesi teratojenite yoniinden test edilmistir. Ureme bozukluklarinin gevrede
bulunan toksik ajanlara maruz kalma sonucu goriildiigiinin giderek anlasilmasi nedeni ile bu rakamlar
Ozellikle ¢arpici bir deger almaktadir. Keza konu bu yonden ele alindiginda déllenmis insan yumurtasinin
% 50’sinin normal gelisme gostermedigi ve diisiik olustugu bilinmektedir (37).

Giiniimiizde 6zel merkezlerde kimyasal maddeler 3 ayri faz temas kullamlarak tam hayvanda
reprodiiktif toksisite yoniinden degerlendirilmektedir. Bu fazlar ;

1. Ciftlesme Oncesinden siitten kesilmeye kadar,

2. Organogenez esnasinda,

3. Perinatal periyod esnasinda,

4. Daha sonra giftlesme, fertilite, implantasyon, dogum, laktasyon, embriyo toksisite,
teratojenisite ve neonatal etkiler kaydedilmektedir.

Tahmin edilecegi gibi bu yaklagim ¢ok miktarda bilgi Gretmekte ancak bunun bedelide korkung
bir zaman ve para kaybi olmaktadir. Ayrica her yeni kimyasal i¢in bu protokollin aynen kullanilmast
olanaksizdir. Dolayist bir bilesigin memeli embriyogenezi lizerine olan etkilerini dogru sekilde 6nceden
On gordiirecek alternatif tarama sistemlerine ihtiyag vardir. Bu sistemlerin hizli bir sonug vermesi, ucuz
olmasi, yinelenebilir olmasi ve yapitlmasinin basit olmasi zoruntudur (37).

Arastiricifar bunun yiizden, bu sartlari karsilayacak sistemleri bulabilmek igin ¢esitli hayvan
modellerini denemiglerdir.Bu modeller: bakteri,drosophila,planarya.tam embriyo kiiltiirli , dugesia ve
Xenopus ve difer cins kurbadalardir.

Birgok arastiricr tarafindan Xenopus testinin en avantajli ve memelilere en uygunluk gdsteren
test hayvani olduBu ve en iyi teratojenisite testi oldugu onaylanmistir.

Waddigton 1956 da tripan mavisinin amfibi embriyosu {izerine teratojenik etkisini saptamak igin
¢ahismalar yapmustir. Bu ¢aliymada tripan mavisinin anne kani gibi bir araciya gerek kalmaksizin
embriyoya direkt olarak uygulandifinda, anormalliklere yol agtifini kanitlanmaktadir. Buna karsin gebe
memelilere zerk edildiginde bu boyanin fitus tarafindan absorbe edilmesi sonucu direkt bir etki mi
vaptig yoksa anne sivilaninda modifiye olduktan sonra mu etki yaptifi sorgulamaya agiksa da bu ikinci
olasilifin dogru oldugunu diigtindiiren bir 6n bilgide meveut degildir.

Tripan mavisinin  amfibi  yumurtalarinda  ohsturdugu  anomalilerden  notokorun
mezodermalizasyonu, Lityumun amtibi embriyolarina olan etkisine son derece benzeyen bir anomalidir

(+3).
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Greenhouse 1975 yilinda amfibi tiirlerine ait embriyo ve larvalari kullanan bir polutan test sistemi
gelistirmek amaci ile bir ¢ahyma yapmustir. Bu ¢aligmada aminleri kimyasal olarak kullanmistir (20).

iribaglarin kesin toksisiteye sahip gesitli ¢evresel polutanlara karsi duyarh oldugu gosterilmis
olup, bu maddeler arasinda pestisidler (Cabejszek 1973, Cook 1972, 1973, Bancroft ve Prahlad 1973);
Herbisidler (Pravda 1973) ve agir metaller (Birge ve Just 1973) ile bilinen teratojenler érn. tripan mavisi
(Grenhouse ve Hamburg 1968). LiCI (Hall 1942) ve tetrasiklin (Greenhouse 1975) bulunmaktadir (20 ye
gire). Bu qahsmada embriyo ve larvalarin ortamdaki kimyasal maddelere gireceli duyarligs
incelendiBinde, embriyolarin larvalara gore ¢ok daha yiiksek yogunluklara tahammiil edebildigi ortaya
vikmis olup, bunun muhtemel nedeni embriyonik evrelerin, pratik olarak ortamdaki maddelere kars
gegirimsiz olmasina karsin larva evrelerinin ileri derecede gegirimli olmasidir(20).

Embriyo-iribag sistemi viabiliteye ek olarak teratojenite hakkindada bilgi vermektedir. Bu bilgi
test materyali olarak tek hiicreli veya erigkin ¢ok hiicreli organizmalardan elde edilemez.
fnsan topluluklarinda konjenital malformasyon ensidansinin yitksek olusu ve bunlarin etiyolojisi
hakkindaki bilgilerin azlif1 teratojenitenin 6ngoriilmesinde boyle bir sistemin kullamilmasini pratik bir
zorunluluk haline getirmektedir (20).

Greenhouse 1976 da yaptifi ¢alismada ise hidrazin, metil hirazin ve dimetil hidrazinin Xenopus
embriyosu lizerine olan teratojenik etkisini degerlendirmek i¢in bir ¢alisma yapmustir.

Deneyinde sadece %95 ve tizeri fertil olan gruplan kullnmistir,

Elde edilen verilere gore malformasyonlarin daha ¢ok nirulasyon evresindeki maruziyette(13-20. evre)
goriildiigiini, daha dnce ve daha sonraki evrelerde muamelenin letal oldugunu veya giozlenebilir bir etkiye
sahip olmadigini ortaya koymustur. Maltormasyonlar kata, govde ve kuyrugu ilgilendirmekle beraber tiim
embriyolarda notokor anormal olup bu da anomalinin dierlerine yol agtigini diisiindiirmiistir (21).

Dial 1976 da yaptig1 ¢alismada, metil merkiirinin Rana cinsi kurbagalar tizerine olan etkisini
incelemis ve kurbaga gastrulalarimin kimyasal muameleye basladiktan sonra Ozellikle blastopor
bolgesinden etkilendigini gormiistiir. Gastrulasyonun erken gelisimi evresinde 6nemli bir basamak olmasi
nedeni ile ( zira bu donemde bir seri metabolik ve uzaysal iliskiler degisiklife ugramaktadir) bu olay daha
dnceden belirlenebilir (12).

FETAX (Frog Embryos Teratogenesis Assey: Xenopus) Dumont ve arkadasglar tarafindan
gelistirilmis olup bu giin i¢in kimyasal ajanlarin ve kirli sularin teratojenik riskini tayinde bir tarama testi
olarak yararli oldufu kanitlanmistir (14), FETAX testi sadece kontrol ve test ¢ozeltileri kullanilarak
uygulanmakta ve c¢alismanin sonucu 96 saat gibi oldukga kisa siirede kolayca niimerik olarak

degerlendirilebilmektedir (16),
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Testin 96 saatte bitirilmesinin bir¢ok nedeni mevcuttur.Oncelikle testin 96 saatte durdurulmasi
testin hizini artirmaktadir. 45. evrede bulunan Xenopus embryolarinda gros malformasyonlar kolayca
saptanir. Larvalar motil iseler de heniiz beslenmeye baslamamiglardir. Testin 96 saatten sonraya
uzatilmasi beslenme, fekal materyalin birikmesi ve ortamda bakteri lremesi gibi diger sorunlarin
dogmasina yol agar. Bununla beraber bu testi 96 saatten sonraya uzatmakta kabildir (Dumpert 1984 8¢
gore). Daha sonra larva evrelerinin kullamlmasi ile metabolik aktivatdr sistem kullanmaya gerksinim
baglar. Ve baskalasim siireci bacak gelismesini etkileyen teratojenlerin deteksiyonu sansini dogurur (8).

Fetax kullanarak gelismenin hangi evresinin etkilendigini saptamakta miimkiin olup; bunun nedeni
geismenin eksternal olmast ve kuskulanilan teratojenin gelisme esnasinda istenildigi anda ilave edilmesidir
(8).

Gelisimin e¢ksternal olmasindan Otiiri mortalite ve maltormasyon hizlart zamana kars
gozlemlenebilir. Amtibi embryosunda hiicre boliinme hizt gelismenin itk 48 saati iginde gok yiiksek olup,
bu hiz daha sonra azalmaktadir. Bu testte embryonun tamamu bir disseksiyon mikroskobunda incelenir
ve gros malformasyonlarin varlift tayin edilic. Bu yiOntemle normalde saptanamayan embriyo
harabiyetinin fark edilmesi miimkiindiir. Yiizme davrantsi ve anormal pigmentasyon seliiler diizeydeki
harabiyetin brtaya gikarilmasi iyin belirlenmis olan bitim noktalarim olusturur (Dumont 1983 8’e gire).

Fetaxin Ozgiin yarari ¢ok saytda nicelendirilebilir bitim noktasina sahip olmasidir . Bunlar arasinda
iskelet ve i¢ organ malformasyonlari, 6dem, biil goriilmesi, pigmentasyon degisiklikleri, anormal ytizme
davranist ve gelisme gerilii bulunmaktadir (39).

Ayrica bu testin sadece tek bir kimyasahin degil, kompleks karigimlarinda test edilmesinde
kullamfabileceBi Dawson ve ark. tarafindan 19857te gosterilmistir (18). Bu test sadece toksisiteyi ve
toksisiteden sorumlu nedenleri gostermekle kalmayip kompleks karigimlarda yapilacak bir testte
farkedilmeyecek metallere bagh bir teratojenik etkiyide gosterecektir. Mortalite ve malformasyon
yogunluk egrilerinin iist tiste bindigi bolgelerde embriyoya yonelik ana tehlike ya 6liim yada daha diisiik
yoduniuklarda goriilecek olan biiylime inhibisyonudur (18). Bununla beraber embiryolarin bir ¢ogu agir
sekilde malforme oldugundan teratojenisite agiri ilzam edilmemelidir. Mortalite ve malformasyonun
efrilerinin birbirinden agik gekilde ayrildift durumlarda ise teratojenik risk biiyiik olacaktir. Uygulanan
bir testin amaci etkileri saptama ve bu etkilerin nedenlerini belirlemede bu genel amag FETAX tarafindan
sagtanmaktadir(18).

Gene Dawson ve Bantle (14)a gére Dumont 1983’de ECS0 ve LCS0 degerlerini ortaya atmistir,
96 saatlik EC50 96 saatte embriyolarin %50 sinin malforme oldugu yogunluktur. Ayni sekilde LC50 de

96 saatlik testte %50 letaliteye neden olan yogunluktur (14).
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96. saate ait LC50°nin 96.saate ait EC50’ye orani Teratojenisite Indeksi(TI) ni verir. Bu deder
bir maddeye ait teratojenisite riskinin tahmininde kullanilmaktadir. TI degeri 1.3-2.0; 2.0- 3.0 ve 3.0 dan
bilyiik olan maddeler sirasi ile zayit, orta siddetli ve siddetli teratojenler olarak adlandirilir. Bir maddenin
teratojenisitesinin nihai tayini ise malformasyonun tipi ve siddeti ile hayatta kalmis embryolarin % 100
maltormasyon gosterdiBi en diisiik yogunluktaki % embriyo mortalitesini igerir (18).

TI, farmakolojide bir ilacin difer ilaglara oranla emniyet marjini gosterecek &lgek olarak kullanian
terapOtik indekse benzemektedir (13 e gore Gerald).

Dawson ve Bantle (14) 1987'de Fetax testi i¢in kullanilacak bir diizenlenmis su vasau
geligtirdiler, Dumont ve ark. tarafindan gelistirilen bu testin bu giin igin kimyasal ajanlarin ve kirli
sularin teratojenik riskini tayinde bir tarama testi olarak yararh oldugunu kamtladiklarini yazmiglardir.

Testin genel kabul gbrmesi igin Fetax’in intra ve interfaboratuvar degiskenligini asgariye indirecek
sekilde modifikasyona ugratilmasinin zorunlu oldu@u diislincesi ile ¢dzgen olarak suyun kullanildif
akuvatik toksisite biyoesseylerinde seyreltici olarak kullanilan suyun niteliginin laboratuvarlar arasi biiyiik
degiskenlik gistermekte oldugu ve ahinan sonuglarin yorumlanmasinda zorluklara yol agmasi (USEPA
1975) nedeni ile uygun Xenopus gelisimine izin veren ve ayni zamanda tanimlanmamis bir vasattan
kaynaklanacak varyasyonlari azaltacak bir diizenlenmis su formiilii kullandilar.Bu ¢ozelti Xenopus
" embryolarinda miikemmel bir gelisme saglamakta . malformasyon ve mortalite ylizdesini diisiirtirken
kontrol embryolarinin gelisme ve biiylime hizlarim artirmaktadir (14).

Davis ve ark. 1981 de yaptiklar1 ¢aligmada aromatik aminlerin Xenopus laevis lizerine olan toksik

ve teratojenik etkisini incelemiglerdir .Elde edilen verilere gore anilin, akridin ve kinolin gibi aromatik
aminler diisiik yogunluklarda bile toksik ve teratojenik etkileri oldugunu gostermistir.
Bu bilesiklerin dogal ¢evrede meydana getirecegi tehdit, bildirilen LC50 degerlerinden ¢ok daha ileri
boyutta olup bunun nedeni gelisme hizinda gerilik, anormal pigmentasyon ve azalmig motilitenin bu
canlilarin dogal ortamdaki yasama yetenegini dahada azaltmasidir.Bu yazarlara gore bu hayvanlarda
goriilen immobilitenin kesin nedeni seliiler ve dokusal harabiyettir (13).

Birge ve ark. yukarida da deginildigi gibi 1985 de yaptiklar deneyde tek basina bulunan
maddeler veya kompleks etkileri incelemek igin kullanilabilecek, kisa siireli embriyo - larva sistemi
gelistirmiglerdir, Akuatik Toksikolojide biota Gizerine olan olan toksik stresin nicelendirilmesi temel
olarak klasik akut ve kronik test yOntemlerine istinat etmektedir (4). Akut testin toksikoloji
arastirmalarinda ana yOontem haline gelmesinin ana nedeni; biiylik élgiide bu testin basit olusu , kisa
stirede ve ucuza mal olmasidir. Ekonomik yonden kronik arastirmalar yasam dongiistiniin timii veya
biiyiik bolimiind igeren maruziyet periyotlar gerektirdigi igin uzun yillar 6nee arastinelar kisa siireli test

yontemleri arastirmaya baslamislardir (Mc Kim 1977. Birge 1981 ,4°e gire).



Dawson 1987° de metil ksantin ve inhibitdr bilesiklerin Xenopus embriyolarinda potansiyelize
teratojenik etkisini saptamak i¢in DNA ( hidroksi (ire ve sitozin arabinozid ,) protein (siklohekzimid ve
emetin) ve niikleik asit sentez inhibitorleri, metil ksantinlerin herbiri ile beraberce kullaniimistir (kafein,
teofilin, teobromin). Bu g¢aligmada kafein veya teofilinin inhibitdr bilesiklerle beraber kullaniimasinin
teratojenik etkiyi potansiyelize ettiini gostermislerdir (15).

Bu ¢alismanin amact DNA , protein ve niikleik asit sentez inhibitdrlerine ait Xenopus
embriyolarindaki teratojenik etkilerin aym anda metil ksantinlerinde kullanilmasi ile potansiyelize olup
olmadigim saptamaktir. Boyle bir potensiyalizasyonun tipki memelilerde oldugu gibi mevcut oldugunun

gosterilmesi ile Fetax testinin invitro teratogenez testi olarak kullanilma degerlendirilmesi iglemine olumlu
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1988°de Fort, Dawson, Bantle (19) Xenopus embryolarinin gelismenin ilk 48 saati iginde kisith
bir metabolik metabolizmaya sahip olmasindan 6tiirii Aroclor 1254’ le indiikte edilmis sigan karaciger
mikrozomlarimn kullamldif invitro bir metabolik aktivatir sistem gelistirmislerdir (19).

Giiniimiizde kullanildifi bigimi ile Fetaxin invitro teratogenez testinde test irdelemede ongoriilen
kriterlerin biiyiik boliimiinii kargilar. Bununla beraber erken evre Xenopus embryolarinin mikrozomal
mikst islevsel oksidaz sistemi ile (MFO) proteratogenik bilesikleri teratogenik metabolitlere
biyotransforme etme yetenegi gok az veya hi¢ yoktur. Bantle ve Dawson (19) tam sigan embryo kiiltiiri
kullanan Kitchin ve Woods’un verilerine dayanarak, Fetax i¢in ekzogen metabolik aktivator sistem olarak
yakin tarihlerde indiikte edilmemis sigan karaciger mikrozomlarini kullanmiglardir. Boyle bir aktivatdr
sistem Fetaxin 6n gorme dogrulufunu artiracak ve boylece insandaki gelisme toksikanlarinin
deteksiyonunda kullanilabilecektir. Yani senug olarak FETAX testinin metabolik kapasitesi olmaksizin
insanda gelisme toksisitesine sahip maddelerin basarilt sekilde taranmasinda ige yararliklari kuskuludur.
Testlerde gdzden kagan proteratogenik maddeler insanda metabolizma sonucu teratogenik torma doniistip
dogum kusurlarina neden olabilir (19).

Bu giin igin FETAX . drneklerin hizla taranmasi ve daha ileri memeli testleri igin Onceliin
helirlenmesinde yararlt bir test niteligindedir. Testin degerlendirilmesi tamamlandiginda bu yontem gesitli
ajanlarin  teratogenisitesini ve bu siirece katlan islergelerin  standardizasyonu i¢in yeterli bilgi
saflayacaktr (19). Dawson ve Bantle 1985 de  Xenopus laevis embriyolarinin fungusid ve herbisidlerin
(Anderson 1975 14’ ¢ gore), kimyasallarin (Greenhouse 1976, 21), agir metallerin (Miller 1978, 14’
gire) ve kompleks atiklarin (Birge 1985,4) teratojenik ve toksik etkilerini ortaya gikartmakta kullanildigim
yaznuslardir. Diger arastiricilarda Xeopus ve difer amfibi tlirlerini kullanarak benzer arastirmalar

yapmuglardir.
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10. Lityumun Etkileri: Uzun zamandan beri Lityumun amfibi tiirlerinde larval viicudu
etkiledidi bilinmektedir. Calismalar gostermistir ki lityuma erken evrelerde (yariklanma fazi) muamele
edilen embriyolarda, posterior yapinin rediiksiyonu goriiliir. Ornek verecek olursak kuyruk yiizgeci, larval
tazdaki segmente somitler (5,6,9,30,48,49,52). ileri fazlarda lityuma maruz birakilma (gastrula fazi fazi)
anterior yapinin rediiksiyonuna yol agar. Buna Ornek ise bas, optik vezikiiller ve sement bezleri. Bu
bulgular lityumun larval viicut formasyonu lizerine blastuladan gastrulaya kadar etk’i ettigini gistermistir
(5,49). Boliinme siklusunun aniden yavaslamasi ve asenkronizasyonu midblast?l.l\a";t“ransisyon olrak bilinip
blastula siiresince olusur. Xenopusda ve Cynopsda 12. boliinmede morfogenez igin gerekli gesitli RNA
ve protein sentezinin baslangi¢ zamaminin MBT oldugu bilindigi yazilmistir (Yamaguchive Shinegawe’ya
(52) gore Lee ve ark.). Bu arastincilar lityum etkisinin hangi fazda hangi degisiklikleri yaptigini tam
olarak saptamak igin ¢ahismiglardir. Diger arastiricilarin bunu yapmamig olmasinin ols1 nedeni, daha
Onceki ¢alismalarda nisbeten disiik konsantrasyonda (yaklastk 0.1 M) uzunca bir siire (1-4 saat) maruz
brrakilmasidir. Bu uzun periyot siiresince embriyolarin ¢ogu 2 veya daha tazla yariklanma siklusuna ugrar
ve sonrada kesin bagkalagmas tesbit edilemez(52).

Kao ve ark. (Yamaguchi ve Shinogowe’ya(52) gire) 0.3 M lityumun 6 dakikada posterior yapiyi
rediiksiyona ugratufim bulmuglardir. Yaptfimiz pilot ¢ahsmada bu arastiricilarin bulgularina uyan
sonuglar elde edilmistir. Ayrica Yamaguchi 0.4 M da 5§ dakika tutmaninda ayn: etkiyi yaptugim
bildirmistir. Bizime ¢alismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir. Literatiirlere gére 2'? hiicreli evreye
kadar 5 dakikalik muamelelerde anteriozasyon goriillir. Anteriozasyon 4°de ayrilarak derecelendirilir:

Al: Kuyruk rediiksiyonu

A2: Posterior yapinin rediiksiyonu (¢r.kuyruk yiizgeci, segmente somit)

A3: Posterior yapimin yoklugu (5rigoz ve sement bezi)

A4: Aksiyal yapinin yoklugu takat radyal yerlesmis sement bezi
2" hiicreli evreden geg blastulaya kadar her evrede 5 dakikalik muamelelerde posteriozasyonda 4'e
ayrilarak derecelendirilir:

Pl: Anterior yapini rediiksiyonu

P2: Goz ve sement yoklugu (posterior yapi normal)

P3: Bas ve kuyruk yoklugu (segmente somit var)

P4: Yuvarlak bir sekil, belirgin eksternal organ yok (6r.  sement bezi)

Erken norula evresinden sonra bu konsantrasyona maruz birakilan embriyolarda higbir anomali
gorilmemistir (bu ctki erken noriila fazinda ortadan kalkar) (45).

Daha Once bahsettifimiz gibi, pilot ¢aliyma yapufimizdan dolayi sadece 2, 4 ve 8 hiicreli

evrelerde kimyasal maddeye maruz birakilmig ve benzer sonuglar elde edilmistir. Anomali olarak en fazla
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sirasiyla A1, A2 ve A3’te derecelendirilen anomaliler goriilmiistiir (Tablo VI).

Lityumun morfogenez lizerine etkisi uzun siireden beri bilinmektedir. Lityum muamelesi vegetal
kutupta kdken alan yapi prodiiksiyonun artmasina neden olurken, animal kutuptan kaynaklanan yapilarda
da azalma olur. Amfibi embriyolarinda lityum muamelesi notokor gelisimini etkiler ve ndral yapinin
rediiksiyona yol agar (Or. optik rudiment). Breckenridge (29), Morgan (1903), Backstom’da (1954) (29a
gore)benzer sonuglar elde edip, noral diferansiyonun rediiksiyona ugradigini ileri siirmiislerdir. Sonugta
lityum embriyoyu ventralize etmektedir. ileri evrelerde muamelelerde ise néronal farklilik ve gelisimsel
kusurlar normal diizeye inmistir.

Bu aragtiric ayrica Xenopusta Lityum alimi ve goriiniir etkilerin esik degerinin 0.5mM oldugunu ve
maksimal etkinin ise 2-3 mM de gorildiginid bildirmistir (5).

Calismamuzda, elde edilen embriyolar, bu literatirde verilen konsantrasyonlart bu gergeve
icerisinde artirarak LiCl’a maruz birakilmistir. Elde edilen bulgular literatiir ile uyumludur. Anomali
olarak daha ¢ok A1, sonra A2 ve A3’ le derecelendirilen anomaliler bulunmustur.

Slack literatiirde 0.1 M LiCl’a 2 saatlik muamelenin anterozasyon yaptifim gistermistir (41).
Yaptifimiz deneyde 0.1 M LiCl’e 4 saat maruz biraktik ve tlim yumurtalar gastrula asamasinda siiprese
oldugu goriilmiigtiir (Tablo VII).

FETAX testini gerceklestirmek igin ¢alismamizda temelde Dumont’un y6temi kullaniimustir.

Xenopus yumurtasinin jel membrani soyulmamig ve ¢Ozelti 96 saat boyunca hig degistirilmemis;
sadece ¢ozelti eklenmistir. Farkli olarak , 1987 de Dawson tarafindan gelistirilen Fetax ¢6zeltisini kontrol
olarak kullanimigtir. Ayrica Dumont ¢alismalarinda gastrula asamasindaki embriyolar1 kullanmistir.
Bizim caligmamizda son aylarda muhtemelen yaz mevsimi oldugu igin ve daha dnceki ¢aligmalarimizda
yiiksek dozda hCG verildiginden,, istedifimiz sayida dollenmis yumurta elde edilemedigimizden, gastrula
agamasindan sonra 96 saatlik muamelede % S0 Gliime neden olan konsantrasyonu bulunamamigtir. Bunun
yerine elde edilen az sayidaki embriyolarla yapilan ¢aligmalan yiirilitlirken cesitli literatiirlerden
yararlanarak 2-4 hiicreli evreden sonra 96 saatlik muamelede %50 Oliim ve %50 malformasyona neden
olan konsantrasyon bulunmus , % anomali ve % yasam degerleri ile her konsantrasyonda gozlenen bas-
kuyruk uzunluklari karsilagtiniimis ve gozlenen anomaliler Yamaguchi’ye gore (45) derecelendirilerek
ve o sinifa koyamadifimiz anomaliler adlari verilerek Tablo halinde sunulmustur (Tablo XILXIII, XIV,
XV, XVI, XVII).

Bu ¢aligmay) takiben hemen aym konsantrasyonu bu kez 7.-8. evredeki embriyolara denenmistir.
Bir ¢ok arastiricinin da belirttifi gibi evreye bagimli yanit farkli olmustur (Tablo X, XI)

Bu deneyde ayni konsantrasyonda fakat farkh evrelerde LiCl’{in gesitli yogunlukiarina maruz birakilan

embriyolarda hem % yasam oraninda hem de anomali tipleri arasinda farklar bulunmustur.
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Yani aym konsanyrasyona 2-4 hiicreliden sonra 96 saat muamelede % 100’e varan §liim ve malformasyon
goriiliirken bu deneyde yapttigimiz gibi 7-8. evrede 96 saat muamelede en fazla %27.4 oraninda 6lim
ve %17.3 oraninda malformasyon gozlenmistir (Tablo X).

Tim bu ¢aligmalarda kafa anomalisi olarak siklopi, mikroftalmi, birka¢ anensefali de dahil
olmak iizere mikrosefalinin tim tipleri goriilmiistir. Amfibilerde mikrosefali olayi biiyiik oranda
goriilmekte olup, bu olay genellikle kimyasalin sinir sisteminde bir azalma yaptirmasina baghdir (43).

Bazilarinda gozler lateralden ziyade medial olarak yerlesmistir. Siklopik embriyoda siklopia
perfektamin ful sendromu goriilmiistiir. Yani mevcut tek goziin biiyiin pargalar1 tam veya inkomplettir.
Normal olarak iki goze sahip embriyolarin bazilarinda goéz yuvarlaginin tamamlanmadifi gozlenmis
,bazilarinda bir goziin normal olup diger goziin olmadi goriilmiistiir.

Gozlenen anomalilerden kirik kuyruk ; hem dorsoventral hemdf: horizontal planda goriiliir. Aksial
iskeletteki kiriklar - biikiilmeler notokordal hiperplaziye, sekonder noral tiip gelismesi bifurkasyona
ugramig notokora bagimhdir (2).

Bir hayvanda birden fazla kirikta goriilmiistiir. Ayrica az miktarda gozledigimiz iki kuyruklu
hayvanlarda bifurkasyona uframig notokor vardir. Bu bifurkasyon kuyruk tomurcugunun Oniinde
goriildigiinde iki noral tiip ve iki iki notokorla iki kuyruk meydana gelecektir. Cok az miktarda goriilen
bu kuyruk c¢iftlesmesi gOvdenin kisalmasina neden olur ve bu iki kuyruk yamru yumru biikiilmiis
haldedir. Bu sekildeki anomali, yapilan pilot calisma 1” de 0.3M de 2 hiicreli evrede 6 dakika tuttugumuz
embriyolarda ve Pilot galisma3’ te, (Evre 7-8 ) 4x10™ M konsantrasyonda gozlenmistir.

Sik gordiigiimiiz malformasyonlardan bir tanesi de mikromiyelia olup bu olay spinal kordanin anormal
derecede kisalmasidir. Govdede beliren anomeliler bariz sekilde embriyonun boyca uzayamamasi (Tablo
XII-XVII) ve 6dem olusumuna baglidir ( Cesitli konsantrasyonlardaki anomaliler, Sekil XIII-XXIX)
anormal embriyolar ve larvalar yiiksek oranda Odem gelistirir. Bu anomali bas ve kuyrukta da
goriilmesine karsin , yaptufimiz ¢alismada daha ok govdede gozlenmistir. Bu anomalide embriyolar
son derece sismis olup, doku mesafeleri sivi ile doludur. Bunun nedeni gastrulasyon hareketlerinin inhibe
olmasidir. Arka ugta gizlenen notokor kiitlelerin nedeni kuyruk tomurcugunun inhibe olmasidir.

Sik rastladigimiz bir diger anomalide biil olusumudur. Bu dokunun hiicreleri siklikla vakuollii ve
sismiy haldedir. Epidermis altta yer alan mezoderm ile flizyona ugramig olabilir. Bu katman bazan
kendisi boyca uzayamayan bir embriyoda gelismenin devam etmesine bagli olarak ¢ok sayida kivrimlar
ve bukleler yapar (Sekil).

Biil olusumu genelde ddemle beraber gbzlenmistir. Gergi 6dem cesitli yapisal anomaliden sonra
ortaya ¢iktigindan diger defektlerin primer nedeni 6demin yol agtifi siskinlik degildir.

Gastrulasyonun siipresyonu olayinda gastrulasyondan 6nce muamele edilmis ve son derece afetzede olmug
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baz1 yumurtalarda invajinasyon siirecinin tamamu siiprese olmustur. Embriyo hi¢ bir doku farklih§inin
goriilmedigi az veya ¢ok Ozelliksiz bir kiitle halindedir (20).

Yapilan ¢aligmada bu olay, 2-4 hiicreli evreden sonra 4 saat LiCI e maruz biraktigimiz embriyoda
gOzlenmistir.

Ranzi’ye gore (43’ e gore) bir grup madde embriyoda vejetalizasyona neden olacak sekilde etki
yapar. Bu gruba giren Lityum amfibide korda mezodermalizasyona yolagar. Bu maddeler ¢ozeltideki
protein partikiillerinin agregasyonunu degistirerek etki gosterirler. Vejetalizasyona yol agan maddelerin,
embriyolojik olarak aktif yogunlukta kullamimalart halinde fibriler protein ¢ozeltilerinin viskozitesini
artirdifini bulmuslardir. Bu giine kadar sadece birkag maddenin amfibide mezodermalizasyona yol agtigi
ortaya konmustur.

Gastrulasyon ve kuyruk tomurcugunun uzamasi lizerine olan morfogenetik etkilerin stoplazmadaki
protein partikiillerinin fiziksel durumunu degistirmeye dayanmasi olasi ise de bu konu daha ziyade
spekiilatit bir goriistiir.

Odeme yol agmak {izere sivi dengesinde bozulma olmasi , epidermis {izerine olan etkiler , ndral
ve mezodermal dokularin vakuollii dejenerasyonu bunun protein viskositesi lizerine olan etkisi yerine
muhtemelen ¢ok daha genel bir toksik 6zelligine baghdir (50).

Yaptifimiz FETAX testinde milimetrik kagida elde edilen degerler yerlestirildiginde (% olarak),
LC50’ nin 0.0022 M, EC50’ nin 0.00088 M oldugu bulunmusgtur. Bu degerler birbirine oranlandifinda
TI: 2.5 olarak bulunmug ve lityumun orta giddette bir teratojen oldugunu gostermistir.

Sonug olarak; Lityum kloriiriin animalizasyon ve vejetalizasyon lizerine olan etkisi standardize
edilmis olan amfibilerde ekzogastrulaya neden olus gosterilmistir. Cok gesitli kimyasallar gastrulasyonu
bozmakta olup, olusan etkilerin uniformite ve yinelenebilirligi agisindan LiCl tatmin edici bir maddeye
benzemektedir.

LiCl kullanilsa dahi elde edilen sonucun gesitli faktoriere bagimh oldufu gosterilmis olup bu
faktorler; a. Lityum yogunluBu

b. Bu tuza maruz kalma siiresi
¢. Embriyonun gelisme evresi
d. Vasatin sicakhg

¢. Diger wuzlarin varhify

Farklilasim {izerine olan etkiler gastrulasyon esnasinda ¢ok biiyiik 5nem tastyan gelisme faktorleri
arasindaki duyarh dengenin bozulmasina bagl olup gozlenen sonuglar, bas ve kuyruk organizérlerinde

nisbeten daha fazla etki yapmaktadir., Vasatta kalsiyumun.bulunmasi ve kontrol vasat tuzlarinin varhgi
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bu olumsuz etkiyi hafifletmektedir (Ozgiinen, 32).
FETAX testi igin bu 6n ¢alismayi yaptiktan sonra, bu konudaki daha ileri ¢aligmalar yapilacaktir,
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