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OZET

170-ETINILESTRADIOL VE NONIiLFENOLE MARUZ BIRAKILAN iNCi

KEFALINDE (Chalcalburnus tarichi Pallas, 1811) TOKSiSITEYE BAGLI BAZI
DEGISIMLERIN ARASTIRILMASI

KAPTANER, Burak
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Giiler UNAL
Eyliil 2008, 101 sayfa

Bu calismada, 17a-etinilestradiol (EE; 1, 10 ve 100 ng/l) ve nonilfenoliin (NP;
10, 60 ve 200 ug/l) nominal konsantrasyonlarina, semistatik kosullarda kronik olarak
(32 giin) maruz birakilan inci kefalinde karaciger ve gonad apoptozu, gonad
histopatolojisi, plazma steroid seviyeleri ve karacigerde CYPIA enziminin
immunohistokimyasal lokalizasyonu arastirildi. Bunun yaninda 24 saat siire ile EE ve
NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlari ile inkiibe edilen kiiltiirii yapilmis inci kefali
karaciger hiicrelerinde, apoptotik hiicre 6liimii, flow sitomeri ile analiz edildi. Apoptoz,
histolojik kesitlerde TUNEL metodu ile degerlendirildi. EE ve NP’nin karacigerde
hepatosit 6liimiinii, ovaryumda folikiil basina diisen apoptotik somatik hiicre sayisini ve
testisde seminifer tiibiil bagina diisen apoptotik germ hiicre sayisinit konsantrasyon artisi
ile birlikte artirdigr ve bu artislarin en yiiksek konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlendi. EE ve NP uygulanan gruplarda ovaryum yiizde atretik oosit
sayisinin arttig1 ancak bu artistn NP uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi. Ovaryumda stromal bag dokuda kalinlagsma da belirlendi. Testiste
ise intersititiyal bag dokuda kalinlasmanin yani sira ovotestis gozlendi. NP ve EE
uygulanan gruplarda plazma 17fB-6stradiol seviyeleri degisim gostermedi bununla
birlikte plazma testosteron seviyeleri EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda hem disi hem
de  erkek  bireylerde  belirlenemedi.  Karacigerde @~ CYP1A  enziminin

immunohistokimyasal lokalizasyonunda NP uygulanan gruplarda kontrol bireylerine



kiyasla bir fark gozlenmezken, EE uygulanan gruplarda hepatosit sitoplazmasinda
CYPIA immunboyanmasinin, nukleus memranindan plazma membranina dogru arttig
gbzlendi ancak boyanmanin orta siddetli oldugu belirlendi. EE ve NP’nin hepatosit
kiiltiirlerinde hiicre 6limiinii anlaml1 olarak artirmadigi gozlendi. Bu sonuglar, EE ve

NP’nin inci kefalinde in vivo’da toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Chalcalburnus tarichi, Karaciger, Ovaryum, Testis,

Apoptoz, CYP1A, 17B-Ostradiol, Testosteron, Hepatosit Kiiltiirii, Flow Sitometri.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME TOXICITY DEPENDENT ALTERATIONS IN
INCI KEFALI (Chalcalburnus tarichi Pallas, 1811) EXPOSED TO 170
ETHINYLESTRADIOL AND NONYLPHENOL

KAPTANER, Burak
PhD Thesis, Biology Science
Supervisor: Prof. Dr. Giiller UNAL
September 2008, 101 pages

In the present study, liver and gonadal apoptosis, gonad histopathology,
plasma steroid levels and immunohistochemical localization of CYP1A enzyme were
investigated in Chalcalburnus tarichi, chronically (32 days) exposed to nominal
concentrations of 17a-ethinylestradiol (EE; 1, 10 ve 100 ng/l) and nonylphenol (NP; 10,
60 ve 200 ug/l) at semistatic conditions. Furthermore apoptotic cell death was analyzed
by flow cytometer in cultured liver cells of C. tarichi incubated 24 h with 0,1, 1 and 10
uM concentrations of EE and NP. Apoptosis was evaluated in blinded histological
sections by TUNEL method. EE and NP were observed to increase hepatocyte death,
apoptotic somatic cell number per follicle in ovary and apoptotic germ cell number per
seminiferous tubule in testis along with concentration rising and these increases were
statistically significant at the highest concentrations. Percentage of atretic oocyte
number in ovary was determined to increase in EE and NP exposed groups however not
significant in NP exposed groups. Thickening of stromal connective tissue was also
observed in ovary. In testis, thickening of interstitial connective tissue as well as
ovotestis were observed. Plasma 17(3-estradiol levels did not change in either EE or NP
exposed groups however, plasma testosterone levels were not detected in both females
and males at 100 ng/l EE concentration. In liver, while no difference was observed in
immunohistochemical localization of CYP1A enzyme of NP exposed groups compared

to controls, CYP1A immunstaining was observed to increase in hepatocyte cytoplasm,



extending from nuclear membrane to plasma membrane but moderate staining was
determined in EE exposed groups. EE and NP did not significantly induce cell death in
hepatocyte cultures. These results show that in vivo exposure to EE and NP have toxic
effects on C. tarichi.

Key Words: Chalcalburnus tarichi, Liver, Ovary, Testis, Apoptosis, CYP1A,

17p-Estradiol, Testosterone, Hepatocyte Culture, Flow Cytometer.



ON sOz

Sinir ve bagisiklik sistemi ile baglantili olan endokrin sistem, insan ve
hayvanlarda 6nemli fonksiyonlar1 kontrol ederek diizenleyici mekanizmay1r meydana
getirir. Ozellesmis bezlerden sentezlenen ve salgilanan hormonlar, bu sistemin
mesajcilart olup islevlerini viicut sivilar1 ya da komsuluk yoluyla hedef organlara
ulasarak gergeklestirirler. Hormonlar biiyiime, gelisim, iireme, metabolizma, kas ve sinir
fonksiyonlari, kan basinci ve glukoz seviyesinin diizenlenmesi, kanda iyon seviyesinin
normal diizeylerde kalmasi gibi viicudun i¢ dengesinin korunmasinda rol oynayan
molekiillerdir. Bu molekiiller reseptorlerine anahtar kilit modeline benzer sekilde
baglanarak etki gosterirler. Hormonlarin viicuttaki dengesi ise merkezi sinir sitem,
hipofiz ve hedef organlar arasindaki geri bildirim (feed back) mekanizmasi ile kontrol
edilir. Ancak; bu kompleks sistem, organizmaya zarar verici endokrin bozuculara
oldukca duyarhidir.

Son yillarda yapilan bilimsel arastirmalar, ¢evrede bulunan kimyasallarin
insanlarin ve yaban hayattaki canlilarin endokrin sistemlerinin normal fonksiyonunu
bozdugunu, karaciger ve diger organlarda da zarara neden oldugunu gostermektedir. Bu
kimyasallar zenodstrojenler, endiistriyel kimyasallar, iiriin koruyucular, zirai ilaglar gibi
insan yapimi olabildigi gibi flavonoidler, genistein gibi fitodstrojenler ve insan ile
hayvanlar tarafindan atilan dogal cinsiyet steroidleri de olabilirler. insan ve hayvanlarin
endokrin ve {ireme sistemlerinde olusturabildikleri zararlar ve diger olumsuz
etkilerinden dolay1 bu kimyasallar, endokrin bozucular olarak adlandirilmistir. Birlesik
Devletler Cevre Koruma Ajanst Endokrin Bozulum Is Giicii (EDSTAC) bir endokrin
bozucuyu bilimsel prensiplere, bilgiye, delilin 6nemine ve tedbire yoOnelik prensibe
dayali, organizma, nesilleri, populasyonlar1 veya organizmalarin altpopulasyonlari
seviyesinde ters etkilere neden olan ve endokrin sistemin yapisint veya
fonksiyonunu(larini) degistiren eksojen bir kimyasal madde veya karisim olarak
tanimlamistir (Lintellmann ve ark., 2003). Endokrin bozucular etkilerini direkt olarak
reseptorler ile agonistik ve antagonistik etkilesimler sonucunda ya da indirekt olarak

aromataz ve sitokrom p450 grubu enzimler ile etkileserek gosterebilirler.



Endokrin sistemi bozucu kimyasallarin insanlarda testis, prostat ve meme
kanseri goriilme sikliginda artisa, sperm sayist ve kalitesinde zamana bagimli olarak
diismelere, kriptorsizm (inmemis testis) ve hipospadia (penis malformasyonu)
insidansinda artisa, polikistik ovaryum ve c¢ocuklarda fiziksel ve mental gelisimde
degisime neden olduklar1 belirlenmistir.

Florida panterlerinde ve foklarda go6zlenen fertilite bozuklugu, poliklorlu
bifeniller ve diger organoklorin kimyasallarin kirliligine atfedilmistir.

Endokrin bozucularin kuslarda gdzlenen olumsuz etkileri arasinda martilarda
anormal pence biiyiikliigii ile birlikte anormal kulucka davranisi ve disi-disi ¢iftlesmesi
vardir. DDT’nin erkek martt embriyolarinin feminizasyonuna, iireme davraniginda
degisime ve disilerde yumurta kabugunda incelmeye sebep oldugu bildirilmistir.

1980’lerde Apopka goline (Florida) organoklorin pestisit dikofoliin
dokiilmesinden sonra, timsah populasyonunda diisiis goriilmiistiir. Bu timsahlarin daha
az kirlenen bdlgelerdeki (Woodruff golii) timsahlara kiyasla anormal gelisen lireme
organlarma ve degigsmis hormon seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir.
Kontaminasyonun oldugu golde, erkek bireylerde fertilitenin olumsuz olarak etkilendigi
ve yumurta canliliginin azaldig: rapor edilmistir.

Amfibilerde ise endokrin bozucularin yol actig1 en 6nemli olumsuzluklarin iiye
deformitesi ve populasyon sayisinda azalma oldugu bildirilmistir.

Molusklarda endokrin bozuculara maruz kalma sonucunda erkek cinsiyet
karakteri gosteren disi bireyler (imposeks) meydana geldigi ve lireme yeteneginin
kaybedildigi bilinmektedir.

Endokrin bozucu kimyasallar sediment, yilizey sulari, goller ve denizlerde
belirlenmektedir. Su sistemlerindeki konsantrasyonlarinin artmasindan dolayr bu
kimyasallardan etkilenen canlilarin basinda baliklar gelmektedir. Baliklarda gozlenen
olumsuz etkilerinin basinda, disiye 6zgl karakterlerin erkek bireylerde gézlenmesi ve
organ toksisitesi gelmektedir. Yapilan calismalar bu kimyasallarin balik dokularinda
biriktiklerini de ortaya koymustur. Baliklarin insanlar tarafindan tiiketilmesi ile bu
kimyasallar insanlara gegebilmektedir.

Inci kefali, Van gélii Havzasi’nda yasayan endemik bir sazan tiiriidiir. Balik
bolgede besin kaynagi olarak kullanildigi i¢in ekonomik bir dneme sahiptir. Endokrin

bozucu kimyasallarin inci kefalinde meydana getirdikleri olumsuz etkilere iliskin bir
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calismaya rastlanmamistir ve olusturabilecekleri olumsuz etkiler bilinmemektedir. 17c-

etinilestradiol gebelik Onleyici haplarin ana bileseni olan sentetik bir Ostrojendir.
Nonilfenol ise plastik yapiminda, deterjan ve herbisit iiretiminde, spermisit
uygulamalarda kullanilan alkilfenol polietoksilatlarin bir indirgenme iirtiniidiir. Atik su
aritma sularinda da bu kimyasallarin varlig1 tespit edilmistir. Van goliinlin kapali bir
havza olmasi ve bu kimyasallarin gole, ¢evresinde bulunan yerlesim alanlarindan atik
sular vasitasiyla karismasi ve konsantrasyonlarinin artmasi muhtemeldir. Bu ylizden
gblde yasayan tek omurgali tiirii olan inci kefalinde bu kimyasallarin olusturacagi
olumsuzluklarin iyi bilinmesi gerekir. Bu ¢alismada endokrin bozucu kimyasallar olan

17a-etinilestradiol ve nonilfenoliin inci kefalinde meydana getirdigi olumsuz etkiler

aragtirildi.

Bu caligmanin yapilmasi sirasinda ozverili yardimlarindan ve desteginden
dolayl; Danisman Hocam Prof. Dr. Giiler UNAL’a; calismanmn izlenmesinde,
degerlendirilmesinde ve yonlendirilmesindeki yardim ve katkilarindan dolay1r Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Osman PARLAK
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OZTURK’e; deney materyalinin saglanmasmnda, yardimlarmi eksik etmeyen Su
Uriinleri Béliimii Ogretim Uyeleri Yrd. Dog. Dr. Mahmut ELP ve Yrd. Dog. Dr. Fazil
SEN’e; calismam boyunca desteklerinden dolay1 Bitki Koruma Béliimii Ogretim Uyesi
Do¢. Dr. H. Murat SIPAHIOGLU’na; Y.Y.U. Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji
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Ars. Gor. Dr. Ertugrul KANKAYA’ya; tez calismam sirasinda yardimlarindan ve
desteklerinden dolay1 Ars. Gor. Dr. Ahmet Regaib OGUZ, Ars. Gor. Emre EREZ, Ars.
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(Ok bas1: apoptotik hepatosit; MV: merkezi ven).

Sekil 4.3a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan disi inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler;

MV: merkezi ven).

Sekil 4.3c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci
kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmig histolojik
kesiti, (Ok baglari: apoptotik hiicreler; MV: merkezi ven).

Sekil 4.4a. NP’nin 10 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci

kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok baglar1: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven).

Sekil 4.4b,c. NP nin 60 g/l (b) ve 200 ug/l (¢) konsantrasyonlarina maruz
birakilan disi inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile
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boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler;
MV: merkezi ven; BKD: biiyiik kan damari).

Sekil 4.5a,b. Disi inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) gruplarina
ait ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesitleri.

Sekil 4.6a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan disi inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hiicreler; S:
stromal doku; AQ: atretik oosit).

Sekil 4.6c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci
kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok baglari: apoptotik hiicreler; S: stromal doku).

Sekil 4.7a. NP’nin 10 ug/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci
kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok basi: apoptotik folikiil hiicresi).

Sekil 4.7b,c. NP’nin 60 ug/l (b) ve 200 g/l (c) konsantrasyonlarina maruz

birakilan disi inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik folikiil

hiicrelert).

Sekil 4. 8a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP nin 200 ug/l (b) konsantrasyonlarina
maruz birakilan disi inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL
ile boyanmis histolojik kesitlerinde atretik oositler () ve atretik
oositte apoptotik folikiil hiicreler (ok baslart).

Sekil 4.9a,b. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci
kefalinin ovaryumunda, stromal dokuda kalinlasma (fibrozis), (::

atretik oosit; ok baslari: fibrotik alanlar; Mallory trikrom).

Sekil 4.9c. NP nin 200 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefali
ovaryumunda, stromal dokuda kalinlagma (fibrozis), (*: atretik

oosit; ok baslari: fibrotik alanlar; Mallory trikrom).
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Sekil 4.10a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP nin 200 pg/l (b) konsantrasyonlarina
maruz birakilan disi inci kefalinde, ovaryumundan alinan

kesitlerde stromal dokudaki apoptotik hiicreler (ok baslar),
(TUNEL).

Sekil 4.11a,b. Erkek inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b)
gruplarma ait karaciger dokusunun, TUNEL ile boyanmis
histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler; MV:
merkezi ven).

Sekil 4.12a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l konsantrasyonlarina maruz
birakilan erkek inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler;
MV: merkezi ven; KD: kan damari).

Sekil 4.12¢c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci
kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok baslari: apoptotik hepatositler; KD: kan damart).

Sekil 4.13a. NP’nin 10 ug/l konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci
kefalinde karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok basi: apoptotik hepatosit).

Sekil 4.13b,c. NP’nin 60 ug/l (b) ve 200 ug/l (c) konsantrasyonlarina maruz
birakilan erkek inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile
boyanmus histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler;
MV: merkezi ven; KD: kan damari).

Sekil 4.14a,b. Erkek inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b)
gruplarina ait testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesitleri, (Ok bas1: apoptotik germ hiicresi).

Sekil 4.15a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan erkek inci kefalinde, testis dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik germ

hiicreleri).

Sekil 4.15c. EE’nin 100 ng/1 (c) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci
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kefalinde testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti,
(Ok basglar1: apoptotik germ hiicreleri).

Sekil 4.16a. NP’nin 10 pg/l (a) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci

kefalinde testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesiti, (Ok baslar1: apoptotik germ hiicreleri).

Sekil 4.16b,c. NP nin 60 pg/l (b) ve 200 pg/l (c) konsantrasyonlarina maruz

birakilan erkek inci kefalinde, testis dokusunun TUNEL ile
boyanmis histolojik kesitleri, (Ok baglari: apoptotik germ

hiicreleri).

Sekil 4.17a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP nin 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina

maruz birakilan erkek inci kefalinde, testisde ovotestis olusumu,

(Ok baslari: perinuklear oositler; Hematoksilen eozin).

Sekil 4.18a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP’ nin 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina

maruz birakilan erkek inci kefalinde, testisde intersititiyal doku

kalinlagsmasi (fibrozis), (Ok baglari; Mallory trikrom).

Sekil 4.18c. NP’nin 200 pg/l (c¢) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek

inci kefalinde, testisde intersititiyal doku kalinlagmasi

(fibrozis), (Ok baslari; Mallory trikrom).

Sekil 4.19a,b. Inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) grubu
bireylerinin karaciger dokusundan alinan kesitlerde CYPIA
enzimine ait immun boyama. CYPIA immunreaksiyonu
hepatositlerin sadece periniiklear alanlarinda gozlenirken;

sitoplazmik alanlarinda gézlenmedi (i¢ kare bar: 10 wm).

Sekil 4.20a,b. NP’nin 10 pug/l (a) ve 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan inci kefaline ait karaciger kesitlerinde CYP1A immun
boyamasi. Her iki konsantrasyonda da hepatositlerin,
kontrollere benzer olarak sadece periniiklear alanda CYPIA

immun  reaksiyonu  goOzlenirken;  sitoplazmik  alanda
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gbzlenmedi(i¢ kare bar: 10 wm).

Sekil 4.20c. NP’nin 200 ug/l (c) konsantrasyonuna maruz birakilan inci
kefaline ait karaciger kesitinde CYPIA immunboyamasi.
Kontrollere benzer olarak sadece hepatositlerde perintiklear
alanda CYPIA immun reaksiyonu gozlenirken; sitoplazmik
alanda gozlenmedi.boyama. Kontrollere benzer olarak sadece
periniiklear alanda CYP1A immun reaksiyon gozlenirken

sitoplazmik alanda gozlenmedi (i¢ kare bar: 10 um).

Sekil 4.21a. EE’nin 1 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan inci kefaline ait
karaciger kesitinde hepatositlerde periniiklear alanda gézlenen

CYPI1A immun reaksiyon (i¢ kare bar: 10 um).

Sekil 4.21b,c. EE’nin 10 ng/l (b) ve 100 ng/l (c) konsantrasyonlarina maruz
birakilan inci kefaline ait karaciger kesitlerinde, hepatosit
sitoplazmasinda gozlenen CYP1A immun reaksiyonu (i¢ kare

bar: 10 um).

Sekil 4.22a,b. Inci kefalinde kiiltire alinan karaciger hiicrelerinin
goriintiileri. a) Kiiltiire alindiktan hemen sonra, b) Kiiltiire
alindiktan 24 saat sonra.

Sekil 4.23. EE (a) ve NP’nin (b) 10 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan

inci kefali karaciger hiicrelerinde, kontrol grubu hiicrelerinde
(c), pozitif kontrol hiicrelerinde (d) ve negatif kontrol
hiicrelerinde (e), TUNEL-PI ¢ift boyanan apoptotik hiicrelerin
flow sitometrik analizi sonucunda elde edilen histogramlar.
Histogramlarda sag iis kareler, apoptotik hiicreleri (+/+; PI'/
FITC"); sol iist kareler apoptotik olmayan hiicreleri, (+/-; PI'/
FITC"); sol alt kareler boyanmayan yapilari, (-/-; PI'/ FITC);
sag alt kareler ise artefekt yapilarmi (-/+; PI/ FITC"),
gostermektedir.

Sekil 4.24. EE ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM
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konsantrasyonlarda maruz birakilan inci kefali karaciger
hiicrelerinde apoptoz yiizdesi. Degerler her grup igin
birbirinden bagimsiz {i¢ deneyin (n = 3) Ort.£S.H.’s1 olarak
ifade edildi.
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Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

CIZELGELER DiZIiNi

17a-Etinilestradiol (EE) ve Nonilfenole (NP) maruz birakilan disi
inci kefalinde karaciger ve ovaryum dokularinda meydana gelen
apoptotik hiicre Sliimiiniin kantitatif analiz sonuglari, ovaryum %
atretik oosit sayist ve ovaryumunda stromal bag dokuda
kalinlagsmaya sahip birey sayilari. Apoptotik hiicre sayimi
sonucunda elde edilen veriler Ort.+S.H. ve medyan (m) olarak

ifade edildi

17a-Etinilestradiol (EE) ve Nonilfenole (NP) maruz birakilan
erkek inci kefalinde karaciger ve testis dokularinda meydana
gelen apoptotik hiicre Oliimiiniin kantitatif analiz sonuglari,
testiste intersititiyal bag doku kalinlasmasina (fibrozis) ve
ovotestis sekillenmesine sahip birey sayilari. Apoptotik hiicre
sayimi sonucunda elde edilen veriler Ort.£S.H. ve medyan (m)

olarak ifade edildi

NP ve EE’ye maruz birakilan inci kefalinde CYP1A enziminin
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1. GIRIS

Endokrin sistemi bozucu kimyasallar, viicuttaki dogal hormonlarin sentezini,
salgilanmasini, taginmasini, metabolizmasini, baglanmasini, etkisini ve katabolizmasini
etkileyebilen dis ¢evresel molekiillerdir. Bunlar, insan ve hayvanlarin endokrin sistemi
ile etkilesebilir ve ¢ok diisitk miktarlarda bile etkili olabilirler. Endokrin bozucular
insanlarda ve yaban hayatinda gelisimsel fonksiyon iizerine pek ¢ok olumsuz etkiye
sahiptir. Ozellikle sinir ve iirogenital sistem gelisiminin kritik dénemleri ve erken
postnatal yasam siireci hormonal bozuluma duyarlidir. Diger taraftan ergin bireylerde,
hormon bagimli bezlerin ¢ogu (hipofiz bezi, hipotalamus, iireme organlari), endokrin
bozucularin hedefleridir. Bu etkiler muhtemelen hiicre doniisiimii ve kanser ile
sonuglanabilir. Giinlimiizde endokrin bozucu olarak 60 civarinda kimyasal tanimlanmis
olup bunlar temel olarak {i¢ grup altinda toplanmistir. Bunlardan birincisi; endiistri,
ziraat ve tiiketici Uriinlerinde kullanilan sentetik bilesikler, ikincisi; farmasétik ilaglar
olarak kullanilan sentetik molekiiller, {i¢linciisii ise insan ve hayvan yiyeceklerinde
bulunan dogal kimyasallardir (fitoostrojenler). Bu kimyasallarin yarilanma omiirlerinin
uzun olmasindan dolay1, c¢evrede kiiresel konsantrasyonlarindaki artiy devam
etmektedir. Bununla birlikte, tretildikleri, kullanildiklar1 ve salindiklar1 yerden ¢ok
uzak mesafelerde bile belirlenebilmekte ve yogunlasabilmektedirler. Suda diisiik, lipitte
yiiksek ¢oziiniirliiklerinden dolay1, yag dokuda birikirler. Insanlar ve hayvanlar, bu
kimyasallar ile kontamine olan i¢gme suyu, hava ve yiyecekler araciligi ile maruz
kalabilirler (Brevini ve ark., 2005). Bu maddeler, hiicre i¢indeki endojen hormon
reseptorlerine agonistik veya antagonistik etkili olabilir. Boylece hem dogal bir hormon
etkisi olustururlar hem de bu hormonlarin sentezi i¢in gerekli enzim ekspresyonu ve
aktivitesinde degisime neden olurlar. Bu sekilde, dolasimda steroid hormon
seviyelerinin degisimine yol acarlar. Bunun sonucunda da endokrin bozulum ve iireme
sistemi fonksiyon bozukluklarina neden olurlar (Gray Jr. ve ark., 1998; Lintelman ve
ark., 2003; Foster ve ark., 2004). Bu etkiler molusklarda imposeks (erkek cinsiyet
karakteri gosteren ve iireme yetenegini kaybeden disi birey) olarak, timsah ve kuslarda
maskulinizasyon (erkeklesme) ve feminizasyon, Florida panterleri ve bazi memelilerde

de fertilite bozuklugu olarak ortaya ¢ikmistir (Harrison ve ark., 1997).



Baliklarda endokrin bozucu kimyasallara maruz kalma, lireme fizyolojilerinde
ve morfolojilerinde degisime yol acar. Bu degisimler; interseks (ayni gonadda hem
testis hem de ovaryum dokusunun bulunmasi) (Jobling ve ark., 1998, 2002; Vigano ve
ark., 2001; Kavanagh ve ark., 2004), steroid hormon seviyesinde degisim (Villeneuve
ve ark., 2002; Labadie ve Budzinski, 2006), erkek balikta disiye spesifik vitellogenin
(Sumpter ve Jobling, 1995; Jobling ve ark., 1998) ve zona radiata proteinlerinin
uretilmesi, (Arukwe ve ark., 1997; Fossi ve ark., 2004; Knoebl ve ark., 2004)
feminizasyon (Sole ve ark, 2003), spermatogenezin bozulmas: (Kinnberg ve Toft,
2003), testis gelisimi ve olgunlasmasinda gecikme (Hassanin ve ark., 2002) ve diistk
sperm sayist (Haubruge ve ark., 2000) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte bu
kimyasallar, gonadlarda histopatoloji (Weber ve ark., 2003) ve organ toksisitesine
neden olurlar. (Weber ve ark., 2003, 2004).

Son yillarda yapilan calismalarda endokrin bozucu kimyasallar, sediment, ylizey
sular1 ve gol gibi akuatik ¢evrelerde de belirlenmistir (Bursch ve ark., 2004; Kannan ve
ark., 2003). Atiksu aritma tesislerine, biiyiik miktarda evsel ve endiistriyel atik sular
katilir; fakat, atik sularin aritimi tam olarak yapilamaz. Dolayisiyla atik su aritma
tesisinden ¢ikan sular endokrin bozucu kimyasallarin bir kokteylini olusturur. (Desbrow
ve ark., 1998; Ternes ve ark., 1999; Pickering ve Sumpter, 2003). Atiksu aritma tesisi
suyuna maruz birakilan ve atik suyun desarj oldugu nehir ve gollerde yasayan baliklarda
yukarida sozii edilen pek c¢ok anormallik goézlenmistir (Jobling ve ark., 2002;
Higashitani ve ark., 2003; Kavanagh ve ark., 2004; Hassanin ve ark., 2002; Diniz ve
ark., 2005; Liney ve ark., 2005; Penaz ve ark., 2005; Fentress ve ark., 2006).

Inci Kefali (Chalcalburnus tarichi, Pallas 1811) Van gélii Havzasi’nda yasayan
Cyprinidae (Sazangiller) familyasina ait endemik bir tiirdiir. Balik yorede ucuz bir besin
kaynagi olarak kullanilmaktadir. inci kefali ile ilgili yapilan son histolojik ve
biyokimyasal gézlemler sonucunda, Van-Edremit korfezinden yakalanan disi bireylerin
% 43.3’iinde, erkek bireylerin ise %13’iinde gonad anomalileri gézlenmistir (Unal ve
ark., 2007). Bu anomaliler disi bireyler ic¢in oositlerde dejenerasyon, GSI ve 17
estradiol seviyesinde diisiis ve folikiil hiicrelerinde artan apoptoz, erkek bireylerde ise

sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon, intersititiyal dokuda artis, diizensiz ve bos seminifer



tiibiil olarak belirlenmistir. Inci kefalinde gonadlarda gdzlenen bu olumsuzluklarin farkli
cevresel kirleticilerden kaynaklanabilecegi tizerinde durulmustur

Endokrin sistemi bozucu kimyasalarin inci kefali iizerindeki etkileri hakkinda
daha Once yapilmis bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, endokrin bozucu
kimyasallardan olan 17c-etinilestradiol (gebelik Onleyici uygulamalarda kullanilan
sentetik bir Ostrojen) ve nonilfenol (deterjan, plastik ve herbisitlerin iiretiminde
kullanilan, alkilfenol polietoksilatlarin indirgenme fiiriinii)’iin inci kefalinde meydana
getirdigi toksik etkiler in vivo ve in vitro yontemlerle arastirildi. Bunun i¢in birinci
boliimde her iki kimyasalin {i¢ farkli konsantrasyonuna maruz birakilan disi ve erkek
baliklarin karaciger ve gonadlarindaki apoptoz, gonad histopatolojisi, karaciger
dokusunda CYPIA enziminin immunohistokimyast ve plazma 170-6stradiol ve
testosteron seviyelerindeki degisim ele alindi. Ikinci béliimde ise 24 saat boyunca her
iki kimyasalin ii¢ farkli konsantrasyonlarinin kiiltiirdeki karaciger hiicreleri lizerine olan

apoptotik etkileri arastirildi.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. EE, NP ve baliklar ile diger bazi sucul canhlar iizerindeki olumsuz etkileri ile

ilgili cahismalar

Insan yapmmu birgok kimyasal, dogal hormonlar gibi davranarak, hayvanlarda
endokrin bozucu etkilere neden olabilmektedir (Colborn ve ark., 1993). Bunlar arasinda
organoklorin pestisitler, poliklorlu bifeniller, alkilfenol etoksilatlar, sentetik
farmasotikler gibi ziraatte, endiistride ve tipta kullanilan kimyasallar sayilabilir.
Bununla birlikte insan ve hayvan orijinli dstradiol de ayni etkiye sahiptir (Brevini ve
ark. 2005; Routledge ve ark., 1998). Bu kimyasallar arasinda etinilestradiol (EE) ve
nonilfenol (NP) gbze carpan kimyasallardandir (Desbrow ve ark., 1998; Kannan ve ark.,
2003; Bursch ve ark., 2004; Vethaak ve ark., 2005). EE, kontraseptif ilaglarin temel
bileseni olup giiclii bir sentetik dstrojendir (Larsson ve ark., 1999). NP ise deterjanlarin
yapiminda noniyonik surfaktan olarak kullanilan alkilfenol etoksilatlarin bir indirgenme
irlinli olup zayif 6strojenik bir etkiye sahiptir (Jobling ve Sumpter, 1993). Hem EE hem
de NP aritma suyunda, sedimentte ve akuatik ¢evrede belirlenmislerdir (Ahel ve ark.,
1994; Ternes ve ark., 1999; Kannan ve ark., 2003; Bursch ve ark., 2004).

Alkilfenolik kimyasallara ve EE’ye maruz birakilan olgun erkek balikta disiye
spesifik vitellogenin sententezinin meydana geldigi ve testis gelisiminin inhibe oldugu
bildirilmistir (Jobling ve ark., 1996). Nonilfenole maruz birakilan erkek balikta ise
vitellogenin ve zona radiata proteinlerinin, gen ifadesinin de uyarildig1 belirlenmistir
(Knoebl ve ark., 2004).

Endokrin sistemi etkileyerek iireme ve gelismeyi engelleyebilme yetenegindeki
endokrin bozucular ve zenobiyotiklerin biiylik oranda etkiledigi akuatik ekosistemlerde
yasayan baliklar, bu kimyasallar i¢in hedef organizmalardir ve toksikolojik patoloji in
Vvivo calismalarda bu kimyasallarin tiirler arasindaki zararl etkileri hakkinda bilgi sunan
temel bir tekniktir (Wester ve ark., 2004).

Osaka’da NP, 17B-6stradiol ve bisfenol a konsantrasyonlarinin, Wada nehrine

gore 3-4 kat yiiksek oldugu Ischizu nehrinde yasayan Cyprinus carpio’da,



gonadosomatik indeksin (GSI) kontrol baliklarina ve Wada nehrinde yasayan baliklara
kiyasla diisiikk oldugu, testis gelisiminin inhibe oldugu ve testis olgunlagsmasinin
geciktigi bildirilmistir. Ancak, Wada nehrinde yasayan baliklarda anormal histolojik
yapinin olmadigini belirtilmistir (Hassanin ve ark., 2002).

EE’ye maruz birakilan olgun Danio rerio’da, erkek bireylerde GSI’in diistiigi,
spermatogenezin inhibe oldugu ve testis histolojisinde degisimin meydana geldigi, disi
bireylerde ise, GSI'nin doza bagimli olarak diistligli, atretik oosit saymin arttig1 ve
ovaryumda olgun vitellogenik oositlerin bulunmadigi bildirilmistir. (Van Den Belt ve
ark., 2002).

Yumurta ag¢iliminin 2 giin sonrasindan 60 giin sonrasina kadar EE ve NP’ye
maruz birakilan Danio rerio’da disi ve erkek bireylerde gametogenezin konsantrasyona
bagimli olarak baskilandig1 bildirilmistir. Bununla birlikte NP ve EE’ye maruz birakilan
disi bireylerde ovaryumda histopatolojik bir degisimin gézlenmemesine karsin testiste
fibrozis, spermatogonya ve spermatositlerde piknozis ve asellularite artis1 gibi
histopatolojik degisimlerin meydana geldigi rapor edilmistir. NP’nin 100 pg/l
konsantrasyonuna maruz birakildiktan sonra yumurta a¢iliminin 60 giin sonrasindan 300
giin sonrasina kadar temiz suya alinan disi bireylerde ovaryum folikiil atrezisinin arttig1
gozlenmistir (Weber ve ark., 2003).

EE ve NP’ye 28 giin siireyle maruz birakilan Gobiocypris rarus’ta, 25 ng/l
EE’ye maruz kalan olgun disi bireylerde ovaryumlarda dejenarasyonun meydana geldigi
gozlenmistir. EE’nin 5, 25 ng/l konsantrasyonlarina ve 30 pug/l NP’ye maruz birakilan
olgun erkek bireylerde ise testiste spermin belirlenmedigi, ovotestis olusumunun
gozlendigi ve karacigerde hepatositlerde hipertrofi, hiicresel yapilarda hasar ve
eozinofilik materyal birikiminin meydana geldigi bildirilmistir (Zha ve ark., 2007).

Yedi yi1l boyunca 5-6 ng/l EE’ye maruz birakilan baliklarda, erkek bireylerde
testiste spermatogeneziste gecikme, fibrozis, tiibiil malformasyonlarinin ve interseksin
meydana geldigi, disi bireylerde ise oosit olgunlasmasinda gecikme ve atretik oositli
ovaryuma sahip disi bireylerin sayisinda artisin oldugu belirlenmistir (Kidd ve ark.,

2007).



Ug yil siiresince 4,5-8,1 ng/l EE’ye maruz birakilan Margariscus margarita’da
ovaryumlarda 6demin olustugu, testis dokusu gelisiminin inhibe oldugu ve interseks
gbzlendigi bildirilmistir (Palace ve ark., 2006).

NP’nin 1 ve 10 pg/l konsantrayonlarina aralikli olarak maruz birakilan cinsel
olarak olgunluga ulasmis Oncorhynchus mykiss’te, Ostrojenik ve transjenerasyonal
etkilerin incelendigi c¢alismada, olgun erkek bireylerde vitellogenin seviyesinde
ylkselme ve yumurtadan ¢ikan birey sayisinda diisme gozlenmistir. (Schwaiger ve ark.,
2002). NP’ye maruz olgun erkek bireylerde testis dokusunda histolojik olarak
morfolojik farkliliklarin meydana gelmedigi F, neslindeki erkek bireylerde, vitellogenin
seviyesinin degigsmedigi ancak disi bireylerde vitellogenin seviyesinin yiikseldigi, disi
ve erkek bireylerde interseks olusumunun meydana geldigi bildirilmistir. F; neslinde
erkek bireylerde 17p-ostradiol seviyesinin 2 kat yiikseldigi, disi bireylerde ise
testosteron seviyesinin 13 kat arttig1 ifade edilmistir.

NP’ye 21 giin siire ile maruz birakilan Puntitus conchonius’ta testis ve ovaryum
somatik indekslerinin doza bagimli olarak dnemli bir sekilde dustiigii, histopatolojik
olarak testiste sertoli hiicrelerinde hipertrofi ve germinal hiicre kaybi, ovaryumda ise
yumurta gelisiminde gerileme ve atretik folikiillerde artis meydana geldigi bildirilmistir
(Xiao ve ark., 2007).

Arslan ve Parlak, (2007), NP’nin artan konsantrasyonlarmin Arbacia lixula
embriyolari lizerine olan embriyotoksik etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar, NP’ nin
diisiik konsantrasyonlarda embriyolarin iskelet sisteminde malformasyonlara neden
oldugunu, yiliksek konsantrasyonlarda ise mitozu engelleyerek gelisimi inhibe ettigini
belirlemislerdir.

Paracentrotus lividus’un sperm ve yumurtalarina, NP ve OP’nin artan
konsantrasyonlarin1 uygulayan Arslan ve ark., (2007), NP ve OP’nin iiremeyi ve

embriyonik gelisim sathalarin1 olumsuz etkiledigini ifade etmislerdir.



2.2. EE ve NP’nin plazma steroid seviyeleri iizerine olan etkileri ile ilgili calismalar

Son yillarda yapilan c¢alismalarda ¢evrede bulunan endokrin bozucu
kimyasallarin disi ve erkek baliklarda steroid seviyelerinde degisime yol agtigi
gozlenmistir. Folmar ve ark., (1996) atik su aritma suyu ve zirai atik suyu ile kirlenen
nehirlerde yasayan erkek Cyprinus carpio’da, plazma testosteron seviyesinin 6nemli
sekilde diistiiglinli gozlemlemislerdir. Folmar ve ark., (2000), bir bagka c¢aligmalarinda
ise Misisipi nehrinin atik su aritma suyu ile kirlenen bolgesinde yasayan Stizostedion
vireum’da, referans bolgesinde yasayan bireylere gore, erkek bireylerde testosteron
seviyesinin  distiiginii, 17B-6stradiol seviyesinin yiikseldigini ve vitellogenin
seviyesinin Ol¢iilebilir diizeylere ulastigini, bu bolgede yasayan disi bireylerde ise 170-
Ostradiol konsantrasyonunun bes kat yiikseldigini ve testosteron seviyesinin diistiigiini
bildirmislerdir.

Gong ve Han, (2006), NP’nin 125 mg/kg/glin ve 250 mg/kg/giin dozlarina 50
giin siire ile maruz birakilan sicanda testosteron seviyesinin onemli sekilde diistiiglinii
bildirmislerdir.

Arukwe ve ark., (1997), NP’ye maruz birakilan juvenil Salmo salar’da plazma
17B-6stradiol seviyesinin %24 ile %48 arasinda distiigiinii bildirmislerdir.

Labadie ve Budzinski, (2006), 3.5 ve 75 ng/l EE’ye 15 giin siireyle maruz
biraktiklart juvenil Psetta maxima’da EE’nin cinsiyet steroidleri iizerine olan etkisini
incelemislerdir. EE’ye maruz kalan erkek bireylerde androstenedion (A) ve 11-
ketotestosterone (11-KT) seviyelerinin plazma ve testiste belirlenemedigini, testosteron
(T) seviyesinde diislis oldugunu bildirmislerdir. Calismada erkek bireylerde testis
Ostrojen sentezinin ve konjugasyonunun yiikseldigini ve plazmada 17p-6stradiol
seviyesinin belirlenemedigi belirtilmistir. Erkek bireylerde testis ve plazmada
androjen/6strojen oraninin diistiigii ve disi bireylerde gozlenen degerlere yaklastigi ifade
edilmistir. Disi bireylerde ise EE’ye maruz kalma sonucunda ovaryumda testosteron
seviyesinin  belirlenemedigi ve plazma 17B-0stradiol seviyesinin yiikseldigi
belirlenmistir. Arastiricilar, EE’nin diislik konsantrasyonda bile erkek bireylerde testiste

androjen iiretimini ve plazma androjen seviyelerinin diisiirdiiglinii ifade ederek EE’nin



steroid seviyeri iizerine olan etkisinin cinsiyete bagimli oldugunu ve erkek bireylerin
disi bireylerden daha hassas oldugunu bildirmislerdir.

Labadie ve Budzinski, (2006), 29 ug/l NP’ye maruz biraktiklar1 juvenil erkek
Psetta maxima’da plazma T, androstenedion ve 11-KT seviyelerinin azaldigin1 ancak
disi bireylerde T seviyesinin degismedigini bildirmislerdir. Arastiricilar, erkek ve disi
bireylerde,  plazma  17B-6stradiol  seviyelerinin ~ NP’den  etkilenmedigini
gozlemlemislerdir. NP’nin erkek bireylerde testis ve plazmada anrojen/6strojen oranini
diisiirdligiinii belirterek erkek bireylerin, NP’ye, disi bireylerden daha hassas olduklarini
ifade etmislerdir.

Martin-Skilton ve ark., (2006), 30 ppb NP’ye maruz birakilan juvenil Gadus
morhua ve Scophthalmus maximus’ta steroid sentezinde rol oynayan enzim
aktivitelerindeki ve plazma T ve 17p-6stradiol seviyelerindeki degisimi arastirmiglardir.
Calismada, juvenil Scophthalmus maximus’ta plazma T ve 173-6stradiol seviyelerinin
onemli sekilde diistiiglinli, ancak bunun cinsiyete bagli olmadigini bildirmislerdir.
NP’ye maruz birakilan juvenil Gadus morhua’da ise T ve 17p-6stradiol seviyelerinin
onemli bir degisim gostermedigini  gozlemlemislerdir. Juvenil Scophthalmus
maximus’ta ovaryumda p450 aromataz aktivitesinin diistiigiinii ancak androstenedionun
testosterona doniistimiinde rol oynayan 17[-hidroksi dehidrogeaz aktivitesinde 6nemli
bir degisimin olmadigini bildirmislerdir.

Intraperitonal olarak (1mg/kg) EE, estron, ve dstradiol-17-B-glukuronide maruz
birakilan erkek kanal kedibaliginda serum 17f-6stradiol seviyesinin 6nemli sekilde
yukseldigi gozlenmistir (Tilton ve ark., 2001).

Giesy ve ark., (2000), NP’ye maruz birakilan Pimephales promelas’ta plazma
17B-6stradiol seviyelerinin erkek ve disi bireylerde yiikseldigini bildirmislerdir.

Yirmisekiz-otuzbir giin boyunca NP’nin 0,05-5,4 ug/l konsantrasyonlarina
maruz birakilan olgun Cyprinus carpio’da, plazma 17B-6stradiol ve T seviyelerinde
onemli bir degisimin meydana gelmedigi bildirilmistir (Villeneuve ve ark., 2002).

Nonilfenol etoksilatin 0,21- 7,9 ug/l arasindaki konsantrasyonlarina 42 giin

boyunca maruz birakilan Pimephales promelas’ta, plazma 17B-6stradiol ve T



konsantrasyonlarinin hem erkek hem de disi bireylerde 6nemli bir de§isim gostermedigi

bildirilmistir (Nichols ve ark., 2001).

2.3. Apoptoz, ¢cevresel kirleticilerin apoptoza olan etkileri ile ilgili calismalar

Canlilarda hiicre oliimii iki yolla gergeklesir; apoptoz ve nekroz. Apoptoz,
embriyonik morfogenez, metamorfoz ve hormon uyarimli dokularin sekillenmesi gibi
temel biyolojik olaylarda rol oynayan hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptoza giden
hiicrelerde en erken degisim, hiicrenin komsu hiicrelerle baglantis1 ve mikrovillus gibi
plazma membrani yapilariin ortadan kalkmasidir. Apoptozun baslangi¢ asamasinda,
sitoplazmik hacmin kiigiilmesi ve sitoplazmik proteinlerin yogunlagmasindan dolay1
hiicre biiziilir ancak hiicre zar1 biitiinliiglinii korur. Kromatin, nukleus periferine
kondanse olur ve kisimlara ayrilir. Sitoplazmik hacmin azalmasi iyon ve sivi kaybina
yol agar bunun sonucu olarak endoplazmik retikulum dilatasyona ugrar ve plazma
membrantyla birlesen vezikiillere bollinlir. Bu olaylar sirasinda bir ¢ok organel ve
mitokondri canliligini korur daha sonraki asamada plazma membraninda blebler olusur
ve hiicre kisimlara boliiniir. Apoptotik cisimler adi verilen bu kisimlar, organelleri,
nukleus kisimlarini ve hiicre artiklarini iceren paketlerdir. Apoptozun son asamasinda,
apoptotik cisimler, kendilerine komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir.
Apoptoz, nekrotik 6liimde oldugu gibi tamamen patolojik nedenlerle meydana gelmez.
Nekroz grup ya da kiime halindeki hiicreleri etkiledigi halde apoptoz hiicreleri, tek tek
ve asenkronize bir tarzda etkiler. Apoptozda intrasellular makromolekiiller hiicre disina
sizmaz dolayisiyla nekrozda oldugu gibi enflamasyon meydana gelmez. Nekrozda RNA
ve protein seviyesinde hizli diislisler meydana gelir bunun aksine apoptoz aktif bir
“hiicresel intihar” siirecidir. Bu slire¢ normal ATP seviyesine sahip hiicrelerde meydana
gelir ve genellikle mRNA ve protein sentezine ihtiya¢ duyar (Schwartzman ve
Cidlowski, 1993).

Apoptozun en karakteristik biyokimyasal 6zelliklerinden biri de Ca™ /Mg
bagimli endoniikleaz aktivitesi sonucunda DNA’nin interniikleozomal bdlgelerden

diizenli olarak kesilerek 180-200 baz ¢ifti biyiikliigiinde DNA fragmentlerinin
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olusmasidir. Bu fragmentler agaroz jel elektroforezde ayrildiktan sonra “merdiven”
modelinde gbzlenebilir (Wyllie, 1980).

Endonukleaz aktivitesi ile olusan kirikk DNA’nin, 3'-OH uglarinin terminal
transferaz enzimi ile isaretlenmesi ve isaretli bolgelerin biyotin avidin peroksidaz
teknigi ile sinyallenmesi (Terminal Transferase Mediated dUTP Nick End Labelling,
TUNEL) apoptotik hiicrelerin histolojik kesitlerde tek hiicre seviyesinde ve 1s1k
mikroskobu ile incelenmesine olanak verir (Gavrieli ve ark., 1992).

Apoptozun belirlenmesinde TUNEL, anneksin V ve lamin B metodlari
karsilagtirildiginda, TUNEL ve anneksin V metodlarinin duyarli ve spesifik metodlar
oldugu gozlenmistir (Kylarova ve ark., 2002).

Filogenetik olarak korunmus olan bu hiicresel 6liim yolu, hasarli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasindan da sorumlu bir mekanizmadir (Wang, 2001).

Memelilerde yapilan g¢aligmalarda apoptozun, ovaryumda folikiil gelisiminde
(Tilly, 1996; Hussein, 2005), liteolizis ve atrezide (Tilly ve ark., 1991; Hughes ve
Gorospe, 1991; Palumbo ve Yeh, 1994) roliinlin oldugu ve testisde spermatogenezis
sirasinda meydana geldigi (Bartke, 1995; Rodriguez ve ark., 1997) bildirilmistir.

Ureme organlarinin normal gelisiminde rolii olan bu mekanizma, memelilerde
hem disi hem de erkek iireme organlarinda toksik ajanlar tarafindan uyarilabilmektedir
(Tilly, 1998; Moffit ve ark., 2007).

Petrokimyasal kontaminasyonun oldugu karasal ekosistemlerde yasayan yabani
pamuk si¢anlarinlarinda ovaryumda apoptotik hiicre oliimiiniin artti1 bildirilmistir
(Savabieasfahani ve ark., 1999).

Karbendazim ve mono-(2-etilhegzil)ftalat’a maruz birakilan erkek si¢anlarda
germ hiicrelerinde doza bagimli olarak apoptozun arttigi gézlenmistir (Moffit ve ark.,
2007).

Teleostlarda apoptozun, ovaryum gelisimi ve postovulasyon gerilemesinde rol
oynadig1 ancak folikiil atrezisinde, memelilerde oldugu gibi, erken bir olay olarak
ortaya ¢ikmadig bildirilmistir (Wood ve Van Der Kraak, 2001).

Drummond ve ark, (2000), Astyanax bimaculatus lacustris’in postovulasyon
folikiillerinde  folikiil hiicrelerinin  ortadan kaldirilmasindan  sorumlu temel

mekanizmanin, apoptoz oldugunu ortaya koymuslardir.
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Kaptaner ve Unal (2006), inci kefalinde de postovulasyon folikiil gerilemesinde
apoptotik hiicre oliimiiniin meydana geldigini TUNEL metodu ile belirlemislerdir.

Uchida ve ark., (2002) juvenil hermafrodizmin meydana geldigi zebra baliginda,
testis ve ovaryum farklilasmasinin oosit apoptozu ile uyarildigini belirterek, apoptozun
zebra baliginda cinsiyet farklilagsmasindaki roliinii ortaya koymuslardir.

Prisco ve ark., (2003), apoptozun Torpedo marmorata’da spermatogenezin
diizenlenmesinde temel bir siire¢ oldugunu ve testis homeostazisinde rol oynadigini
bildirmislerdir.

Corriero ve ark., (2007), Xiphias gladius’ta aktif spermatogenik fazda (Mayzis),
sperm birakma fazinda (Haziran-Temmuz) ve spermin birakilmasindan sonraki fazda
(Agustos-Eyliil) germ hiicrelerindeki ¢ogalma aktivitesini, germ hiicre apoptozunu ve
plazma T ve 11-KT seviyelerini incelemislerdir. Germ hiicrelerindeki ¢ogalmanin
Mayis’ta arttigini, Haziran-Temmuz aylarinda azaldigimi1 ve Agustos-Eyliil aylarinda
stabil kaldigini, apoptozun esas olarak primer spermatositlerde ve tip B
spermatogonyumlarda goézlendigini bildirmislerdir. Calismada, germinal kist basina
diisen ortalama apoptotik hiicre sayisinin Mayis’ta en yiliksek oldugu, Haziran ve
Temmuz aylarinda azaldig1 ve Agustos ve Eyliil aylarinda stabil kaldig1 ifade edilmistir.
Plazma 11-KT seviyelerinin de T seviyelerinden daha yiiksek oldugunu, 11-KT
seviyelerinin, germ hiicrelerindeki maksimum ¢ogalma ve apoptoz ile orantili oldugunu
bildirmislerdir.

Gametogenez sirasinda apoptotik hiicre oliimii diploid ve triploid erkek
Scophthamus maximus’ta da gozlenmistir (Terrones ve ark., 2003).

Chavez-Pozo ve ark., (2005), Sparus aurata’da spermatogonyal kok
hiicrelerinin, sertoli hiicrelerinin ve primer spermattogonyumlarin iireme peryoduna
bagimli olarak ¢ogaldigin1 ve apoptozun sperm birakildiktan sonraki peryotta primer
spermatogonyumlarda meydana geldigini gézlemlemislerdir.

Apoptoz, zenobiyotik stresine, hiicresel fonksiyon ve yapi1 kaybina ve
organizmanin saghigma iliskin mekanistik bilgi sunan duyarli ve faydali bir
biyomarkirdir (Sweet ve ark., 1999).

Piechotta ve ark., (1999), i¢ farkli zenobiyotigin Limanda limanda
karacigerinde apoptotik hiicre Oliimiine olan etkisini incelemisler ve bunlardan

kadmiyum ve PCB 118’in apoptotik DNA fragmentasyonu artirdigini, PCB 77’nin ise
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apoptotik Sliimden ziyade nekrotik 6liime yol actigini belirlemislerdir. Arastiricilar,
apoptozun, akuatik cevredeki biyolojik etki izleme c¢alismalar1 i¢in duyarli bir
biyomarkir olabilecegini ifade etmislerdir.

Janz ve ark., (1997), beyazlatilmis kagit hamuru fabrikasi atik suyuna maruz
kalan disi Catostomus commersani’da, apoptozun ovaryum folikiil hiicrelerinde referans
bolgesinden orneklenen bireylere kiyasla on kat arttigin1 bildirmislerdir. Bununla
birlikte artan ovaryum folikiil hiicre apoptozuyla iligkili olarak, ovaryum boyutunun
kiigiildiigiinii, plazma testosteron konsantrasyonunun %25 oranda diistiigii ve plazma

17B-0stradiol seviyesinin iki kat yiikseldigi ifade etmislerdir.
B-naftoflavona ve poliaromatikhidrokarbon dimetilbez[a]antrasen’e

intraperitonal olarak maruz birakilan juvenil Ictalurus punctatus’un ovaryumunda
apoptozun arttig1 belirlenmistir (Weber ve Janz, 2001).

Cevresel Ostrojenler olan NP, oktilfenol (OP) ve dogal ostrojen 173-0stradiole
erken gastrula evresinde 10 nM ve 10 uM araligindaki ¢esitli konsantrasyonlarda maruz
biraklan Xenopus laevis’te, mortalitede, morfolojik degimlerde ve apoptozda artigin
oldugu bildirilmistir (Bevan ve ark., 2003).

Ostrojenik NP’nin 100 ppb konsantrasyonunda olgun erkek Oryzias latipes’te
spermatositlerde, sertoli hiicrelerinde ve leydig-homolog hiicrelerinde apoptozun alt1 kat
arttig1 ancak spermatidlerde apoptotik 6liimiin meydana gelmedigi, karaciger, bobrek ve
bagirsakta gozlenen apoptozun da 6nemsiz oldugu bildirilmistir. Ayni g¢alismada,
androjenik kuersetine maruz birakilan olgun disi Oryzias latipes’te ise atretik ovaryum
folikiil sayisinda anlamli bi¢imde artisin oldugu ve karaciger, bobrek ve barsakta
gbzlenen apoptozda dnemli bir degisimin olmadig1 belirtilmistir (Weber ve ark., 2002).

Yumurta agilimindan cinsel olgunluga ulasincaya dek alt1 ay siireyle EE’ye (10
ng /l) maruz birakilan Oryzias latipes’te erkek ve disi bireylerde TUNEL pozitif
hepatosit ve bobrek tiibiil hiicrelerinin arttig1, erkek bireylerde testis hiicre apoptozunda
artis oldugu go6zlenmistir. Bununla birlikte, testiste interseks ve fibrozise sahip
bireylerde TUNEL boyanmanin meydana gelmedigi belirlenmistir. EE’nin disi
bireylerde TUNEL pozitif ovaryum somatik hiicre sayisi ve ovaryum folikiil atrezisi

tizerine etkili olmadigi ifade edilmistir. Buna gore EE’nin her iki cinsiyette de
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hepatoksik ve nefrotoksik oldugu ancak gonadal toksisitenin sadece erkek bireylere
spesifik oldugu bildirilmistir (Weber ve ark., 2004).

Metilcivaya maruz birakilan Pimephales promelas’ta primer ve kortikal alveolar
sathadaki ovaryum folikiillerinde apoptotik folikiil hiicre sayisinin énemli bir sekilde
arttig1 ve 17p-0stradiol konsantrasyonunun baskilandigi bildirilmistir (Drevnick ve ark.,
2006).

Serumsuz ortamda NP’ye 0, 0.01, 0.1, 1 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda maruz
birakilan fenokromositoma PC12 hiicrelerinde, agaroz DNA merdiven modelinin ve
TUNEL metodu ile kantifiye edilen DNA par¢alanmasinin 0.01 ve 100 ng/ml
konsantrasyonlarda arttig1 ancak serum iceren ortamda NP’nin ayn1 konsantrasyonlarina
maruz birakilan PC12 hiicrelerinde DNA par¢alanmasinin seyrek oldugu ifade
edilmistir (Aoki ve ark., 2004).

Kim ve ark., (2006), NP ve OP’nin farklilagmamis insan embriyonik kok
hiicrelerinde ve insan embriyonik kok hiicrelerinden tiirevlenen noral progenitdr
hiicrelerinde apoptozu uyardigini, 6zellikle kok hiicre tiirevi noral progenitor hiicrelerin
bu toksikantlara farklilasmamis insan embriyonik kok hiicrelerinden daha yiiksek
duyarliliga sahip oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte toksik stres yanitinin
gelisimsel safthaya bagli olarak farklilik gosterebilecegini ifade etmislerdir.

NP’ye 0.1, 1 ve 10 uM konsatrasyonlarda 2, 4 ve 6 saat boyunca maruz birakilan
timositlerde, apoptozun 4. ve 6. saatlerde 6dnemli olarak yiikseldigi belirlenmistir (Yao
ve ark., 2006).

Yao ve ark., 2007, NP’ye 0.1, 1 ve 10 uM konsatrasyonlarda 12 ve 24 saat
boyunca maruz biraktiklari, jurkat hiicrelerinde interniikleozomal DNA pargalanmasinin

arttigin1 bildirmislerdir.

24. CYP1A

Sitokrom P450 bagimli monooksigenaz enzimleri (CYPs) yapisal ve fonksiyonel
olarak hem proteinleri ile iliskili olan bir familyay1 kapsar. Sitokrom P450 (CYP)

sisteminin temel fonksiyonu poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlu bifeniller
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(PCB), dioksinler, halojenli aromatik hidrokarbonlar (HAH) gibi eksojen kimyasallarin
yanisira ilaglar, steroidler, nérohormonlar, yag asitleri ve prostaglandinler gibi endojen
bilesiklerden olusan cok genis bir substrat araligimin oksitatif metabolizasyonudur.
Biyotransformasyon basamaginin genellikle birincisini olusturan bu oksitatif siire¢
terminolojide ‘faz I’ metabolizmasi olarak adlandirilir. Sitokrom P4501A (CYP1A) alt
ailesi yukarida sozii edilen bir ¢ok yabanci maddenin biyotransformasyonunda rol
oynamasindan dolayr daha fazla dikkat cekmektedir. Memeli ve teleost CYPIA
formlarinin karakteristik 6zelligi zenobiyotikler tarafindan uyarilabilmesidir. Uyarictya
yanit sitosolik ligand aktiveli transkripsiyon faktorii olarak bilinen aril-hidrokarbon
(Ah) reseptorii araciligiyla gerceklestirilir. Ligand olarak zenobiyotigin reseptore
baglanmasi ile 1s1 sok proteini 90 nin ayrildig: transformasyon siireci, daha sonra ise Ah
reseptorii-ligand altbirimi ve Ah reseptor niiklear translokator proteini (ARNT) arasinda
heterodimer olusum siireci meydana gelir. Transkripsiyonel olarak aktif olan
heterodimer, DNA {izerinde CYP1A geninin promotor bdlgesinin yanindaki spesifik Ah
reseptor-yanit elementleri (AHRE) ile etkilesmek {iizere nukleusa geger. Etkilesim,
CYPI1A gen transkripsiyonu, mRNA sentezi, protein sentezi ve son olarak katalitik
aktivitesi ile sonuglanir (Sarasquete ve Segner, 2000).

Zenobiyotiklere maruz kalma sonucunda CYP1A’nin uyarilabilirligi, akuatik
cevredeki kirlilik izleme c¢alismalarinda bir biyomarkir olarak kullanimini ortaya
cikarmistir (Gokseyr ve Forlin, 1992; Stegeman ve Hahn 1994). CYP1A ile yapilan
sitotoksikolojik ve ekotoksikolojik ¢alismalar, enzimin katalitik aktivitesi (7-
etoksiresorufin O-deetilaz (EROD), aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH) vb.)), gen ve
protein ekspresyonu ve dokulardaki immunohistokimyasal lokalizasyonu gibi farkli
yontemlere dayanmaktadir (Gokseyr ve Forlin, 1992; Sarasquete ve Segner, 2000; Fent,
2001; Mortensen ve ark., 2006).

Miller ve ark., (1988), P-naftoflavon enjekte edilerek uyarilan CYP-450E

enziminin Stenotomus chrysops ve goékkusagi alabaliginda (Salmo gairdneri), karaciger,
solungag ve kalpteki immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemislerdir. Iki tiirde
de karacigerde enzimin hepatositlerin sitoplazmasinda lokalize oldugunu, hepatosit alt
populasyonlarinda CYP-450E’nin  zonasyonunu gosteren bolgesel farkliliklarin

olmadigini, siniizoid, vendéz ve veniillerde endotelyal hiicrelerde aktivitenin
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gozlenmedigini bildirmislerdir. Aragtiricilar, enzimin baslica hepatositlerde lokalize
olusunu, bu hiicrelerin zenobiyotiklerin metabolizasyonundaki kritik roliinii
destekledigini belirtmiglerdir.

Smolovitz ve ark., (1989), Boston Liman’inin fazla miktarda kirlenen
bolgelerinde yasayan ve hepatik patoloji gosteren sahip Pseudopleuronectes
americanus’ta karaciger dokusunda CYP-450IA1 enziminin immunohistokimyasal
lokalizasyonunu belirlemislerdir. Calismada, Boston Limani’nda yasayan baliklarda
hepatositlerin ~ vaskiiler kutuplarinda intrasellular spesifik pozitif boyanma
yogunlugunun arttifini, safra epitel hiicrelerinin degisken boyandigin1 ve endotelin
boyanmadigini bildirmislerdir. Ayrica, hepatik patolojinin gozlenmedigi Vineyard
Sound referans  bolgesinde  yasayan  Pseudopleuronectes  americanus’un
hepatositlerindeki peroksidaz boyanmasiin baglica komsu hiicre membranlarina ve
nukleus memranina bitisik bolgelerde meydana geldigini gozlemislerdir. Arastiricilar,
CYP-450IA1 enziminin hiicresel dagilimmin, PAH ve hepatoksinlere siirekli ya da daha
sonradan maruz kalma sonucucunda farkli hiicre tiplerinde metabolik heterojenite
gosterdigini bildirmislerdir.

Stegeman ve ark, (1991) klorlu bifeniller ve dibenzofuranlar ile kontamine
olmus ¢evreden Orneklenen Stenotomus chrysops’un cesitli organlarinda CYP450IA1
enziminin varligim1 ve lokalizasyonunu belirledikleri aragtirmalarinda, enzimin
karacigerde hepatik, pankreatik ve wvaskiiler dokuda belirlendigini, boyanmanin
karaciger hiicrelerinde sitoplazmada az oldugu, plazma ve nukleus membranlarina yakin
olan kisimlarda yogun oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, enzim boyanmasinin,
bobrek ve bagirsakta epitelyal yapilarda ve vaskiiler endotel hiicrelerinde belirgin
oldugunu, kalp, solungag, dalak, testis, ovaryum, burun ve beyinde ise sadece
endotelyal hiicrelerde meydana geldigini gozlemlemislerdir. Calismada biitiin
organlarda endotelyal hiicrelerin CYP450IA1’nin uyarimi i¢in O6nemli oldugunu
belirterek immunohistokimyanin CYP450IA1 enziminin belirlenmesinde faydali bir
metod oldugunu bildirmislerdir.

PAH’a maruz birakilan Poeciliopsis monacha ve Poeciliopsis lucida’da farkli
hiicre tiplerinde CYP1A enziminin immunohistokimyasal olarak uyariminin incelendigi

bir ¢aligmada (Smolowitz ve ark., 1992), karaciger ve bazi organlarda CYPIA
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boyanmasinin P. monacha’da, P. lucida’dan daha gii¢lii oldugu ve bunun tiir farklilig
ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Lester ve ark., (1993), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
karacigerinde yapmis olduklar1 ince yapt c¢alismasinda CYPIAl enziminin,
hepatositlerde perintiklear bolgede graniillii endoplazmik retikulumda lokalize oldugunu
bildirmislerdir.

B-naftoflavon (BNF)’a maruz birakilan Gadus morhua’da CYP1A enzimine ait
spesifik boyanmanin hepatosit sitoplazmasinda oldugu gosterilmistir (Husey ve ark.,
1994).

Son yillarda yapilan calismalar Ostrojenlerin ve zenodstrojenlerin CYPIA
enzimi ile etkilestigini gostermektedir. Sican karacigerinde NP’nin kompetetif olarak
CYPIA aktivitesini inhibe ettigi ve CYP1A protein ifadesini azalttig1 bildirilmistir. (Lee
ve ark., 1996).

NP’ye ve 17B-0stradiol’e maruz birakilan Salmo salar’da, hepatik EROD ve
UDP-glukuronosiltransferaz aktivitesinde ve CYP1A protein seviyesinde azalmanin
oldugu belirlenmistir. (Arukwe ve ark., 1997).

Hasselberg ve ark., (2004), alkilfenol karisimina (C4:Cs:Cs:C7;1:1:1:1) ve 17p-
Ostradiol’e maruz birakilan Gadus morhua’da CYPIA protein ifadesinin, erkek
bireylerde doza (0, 0.02, 2, 20, 40, 80 ppm) bagimli olarak arttigini, disi bireylerde ise
alkilfenol karisgtminin ve 17B-6stradiol’iin CYP1A protein ifadesine etkilerinin
olmadigini gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, erkek bireylerde alkilfenol karigiminin
enzim aktivitesinde etkili olmadig1 ve 17B-0stradiol’iin ise enzim aktivitesini inhibe
ettigi bildirilmistir. Disi bireylerde ise alkifenol karisiminin ve 17p-6stradiol’iin CYP1A
aktivitesinde etkisiz olduklar1 ifade edilmistir. Calismada, alkilfenol karisiminin, in
vitro’da CYPI1A aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe ettigi ancak 17p-0stradiol’iin
aktiviteye etkisi olmadigi belirlenmistir.

NP, Kuzey denizi petrolii ve her iki maddenin kombinasyonuna maruz birakilan
Gadus morhua’da, NP’nin CYP1A seviyesini ve EROD aktivitesini diislirdiigii ayn
zamanda her iki maddenin kombinasyonuna maruz birakilan grupta, yalmz Kuzey
denizi petroliine maruz birakilan gruba kiyasla, CYP1A protein seviyesinin ve EROD

aktivitesinin diistiigii belirlenmistir (Sturve ve ark., 2006).
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Navas ve Segner, (2001), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
hepatositlerinde 17p-0stradiol’{in, bazal EROD aktivitesini ve CYP1A mRNA ifadesini

disiirdiigiinii  goézlemlemislerdir. Calismada, 0Ostrojen reseptdr antagonisti olan

tamoksifenin 17p-0stradiol’iin neden oldugu bazal EROD aktivitesindeki diistisii
durdurdugu bununla birlikte 17@-6stradiol’tin BNF ile uyarilan CYP1A mRNA ifadesi

ve EROD aktivitesi tizerinde etkisiz oldugu bildirilmistir.

Elskus, (2004), Benzo[a]piren (BaP)’e maruz birakilan primer hepatositlerde,
17B-6stradiol’iin CYP1A ifadesine baskilayici etkisini gostermistir.

EE enjekte edilen sazanda (Cyprinus carpio), karaciger EROD aktivitesinin ve
CYPI1A proteinin azaldig: bildirilmistir (Solé ve ark., 2000).

Mdegela ve ark., (2006), Benzo[a]piren (BaP)’e maruz birakilan Clarias
gariepinus’da, EE’nin CYP1A EROD aktivitesi iizerine olan etkisini aragtirmiglardir.
Aragstiricilar EE, BaP ve her iki kimyasalin kombinasyonunun 0, 1, 3, 6 giin boyunca
uygulamasindan sonra solunga¢ ve karacigerde maksimum EROD uyariminin 1. giinde
meydana geldigini bildirmiglerdir. Calismada, her iki kimyasalin uygulandig1 grupta,
solungac filamentinde EROD uyariminin sadece BaP uygulanan gruba gore 6nemli
derecede inhibe oldugu belirterek, EE’nin BaP’a antagonistik etkili oldugu ancak bu

antagonistik etkinin karacigerde meydana gelmedigi belirtilmistir.

2.5. Inci kefali ile ilgili caismalar

Inci kefali, 9.8 pH’ya sahip Van géliinde yasayan endemik bir sazan tiiriidiir. Bu
balik Nisan aymin ortasinda baglayan ve Temmuz ayinin ortasina kadar devam eden
iireme doneminde, yumurta ve sperm birakmak i¢in gdle dokiilen akarsulara goc eder
(Danulat ve Selguk, 1992).

Inci kefali bdlgede besin kaynagi olarak kullanilan ve yillik avlanma miktar:
11.000 tonun iizerinde olan (Anonim, 2008) ekonomik 6neme sahip bir tiirdiir.

Inci kefali populasyon yapisini, bilyiime, beslenme, iireme o6zelliklerini ve
aveihgini inceleyen Cetinkaya ve Oksiiz (1996), baligm golde agirlikli olarak

zooplankton ve bentik fauna ile beslendigini bildirmislerdir.
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Van goli ve gole dokiilen Karasu cayinda inci kefalinin iireme O6zelliklerini
arastiran Elp ve Cetinkaya, (2000), baligin lireme yasinin ii¢ oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte, GSI degerinin Agustos ve Eyliil aylarinda en diisiik seviyede
oldugunu, Ekim ayindan itibaren yiikselmeye basladigin1 ve Mayis ayinda en yiiksek
degere ulastigini ifade etmislerdir.

Unal ve ark., (1999), inci kefalinde yasa ve cinsiyete bagli gonad gelisim
sathalarini histolojik olarak incelemislerdir. Gonad gelisiminin disi bireylerde kromatin-
nukleolus, perinuklear, kortikal alveolar, vitellogenik, olgunlasma ve ovulasyon olmak
tizere alt1 safthadan meydana geldigini belirlemislerdir. Disi bireylerde kromatin
nukleolar sathanin bir yasina kadar siirdiigli, perinuklear safthanin ise iki yasina kadar
devam ettigi bildirilmistir. Kortikal alveolar safhanin, Haziran’dan Eyliil’e kadar,
vitellogenezisin Ekim’den Mart’a kadar, olgunlagma sathasinin Nisan-Mayis arasinda
ve ovulasyonun Mayis-Haziran aylarinda gergeklestigini gézlemlemislerdir. Disi
bireylerde ovulasyonun otuzalti aylik ve daha yasli bireylerde gerceklestigini ifade
etmislerdir. Erkek bireylerde ise testis gelisiminin olgunlagsmamis (iki yasa kadar),
olgunlasan (Haziran-Ocak) ve olgun (Ocak-Haziran) olmak {izere ii¢ asamadan
meydana geldigini belirlemislerdir. Spermlerin otuzalti aylik ve daha yash bireylerce
birakildigini belirtmislerdir.

Unal ve ark., (2007), inci kefalinde yaptiklar1 histolojik ve biyokimyasal
analizler sonucunda, Van goliinden yakalanan disi bireylerin % 43.3’iinlin, erkek
bireylerin ise %13’ilinlin gonad anormalliklerine sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Disi
bireylerde gozlenen bu anormalliklerin oositlerde dejenerasyon, GSI ve 178-0stradiol
seviyesinde diisiis ve folikiil hiicrelerinde apoptoz, erkek bireylerde ise sertoli
hiicrelerinde vakuolizasyon, intersititiyel dokuda artis, diizensiz ve bos seminifer tiibiil
olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Anormal gonada sahip baliklarda, karacigerde asetil
kolin esteraz akvitesinin inhibe oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, inci kefalinde
gozlenen bu olumsuzluklarin farkli cevresel Kkirleticilerden veya diger bilinmeyen

faktorlerden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir
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2.6. Calismanin amaci

Inci kefalinde endokrin bozucu kimyasallarm in vivo’daki etkileri hakkinda
geemiste yapilmig bir ¢aligmaya rastlanmadi ve bu kimyasallarin inci kefalinde ne tiir
olumsuzluklar meydana getirdigi bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci1 EE ve NP’ye
32 giin, su yolu ile maruz birakilan inci kefalinde 1) Karaciger ve gonadlarda meydana
gelen toksik etkiyi apoptoz ile belirlemek 2) Gonadlardaki histopatolojik etkilerini
belirlemek 3) Bu kimyasallarin plazma steroid seviyelerinde degisime neden olup
olmadigin1 belirlemek 4) Karacigerde CYP1A enziminin immunohistokimyasal
lokalizasyonu {izerine olan etkilerini arastirmaktir. Bu kimyasallarin in vivo’da yol
actiklar1 olumsuzlarin yani sira her iki kimyasalin {i¢ farkli konsantrasyonunun 24
saatlik stire ig¢inde kiiltiire alinan karaciger hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini

belirlemektir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Balik temini

Calismada kullanilan inci kefalleri Van Go6li'ne dokiilen Karasu cayindan
elektrosok ile yakalandi (Sekil 3.1). Baliklar oksijen ile beslenen kaplar ile Su Uriinleri
Boliimii Balik Tesislerine tasindi ve burada bulunan 1000 1 hacimli, stirekli su akiginin
oldugu ve hava motorlar1 ile havalandirilan fiberglas tanklara aktarildi. Baliklar, su
sicakliginin ortalama 16 °C oldugu tankta, dogal fotoperyot altinda bir ay
aklimatizasyon peryoduna birakildi. Bu peryot boyunca baliklar ticari alabalik yemine

alistirilarak yem almalari saglandi. Ayni zamanda her giin tank suyu temizligi yapildi.

Sekil 3.1. Deney materyali inci kefalinin Karasu caymdan yakalandigi andan bir
gorunim.
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3.2. Deneysel dizayn ve kimyasal uygulama

Bir aylik aklimatizasyon peryodundan sonra stok tankinda bulunan baliklar, Su
Uriinleri Béliimii’nde bulunan laboratuara getirilerek, 60 1 su hacimli cam akvaryumlara
her akvaryumda 10 balik olacak sekilde rastgele olarak dagitildi. Gorsel stresi dnlemek
icin akvaryumlarin etrafi kagitla kapatildi (Sekil 3.2). Calismada 9,7240,70 cm (Ort. £
S.S.) catal boylu ve 8,921+2,07 g (Ort. = S.S.) viicut agirlikli baliklar kullanildi (Sekil
3.3). Deney ortamina alinan baliklara, 5 giin sonra kimyasal uygulamasi baglatildi. 170
Etinilestradiol (EE, saflik: %98, Sigma, Kat. No: E4876) ve 4-n-Nonilfenol (NP, saflik:
%99, Riedel-de Héien, Kat. No: 46405)’liin stok soliisyonlar1 aseton (HPLC derece,
Sigma) solvent i¢inde hazirlandiktan sonra EE i¢in 1, 10, 100 ng/It ve NP i¢in 10, 60,
200 ug/lt nominal konsantrasyonlarda olacak sekilde akvaryum sularina manuel olarak
eklendi. Akvaryum suyundaki aseton konsantrayonu %0.001’den diisiik olacak sekilde
ayarlandi. Baliklar iizerine solventin etkisi hakkinda bilgi edinmek i¢in bir kontrol
akvaryumuna ek olarak ikinci bir kontrol akvaryumuna, yalnizca aseton solvent eklendi.
Baliklara kimyasal uygulamasi semistatik yenileme sistemi ile 32 giin boyunca, 12:12
fotoperyot altinda yapildi. Uygulanan test kimyasallari, akvaryum suyunun %=80’inin
degisimi ile 24 saatte bir yenilendi. Calisma sekiz grup ile gergeklestirildi ve her grup
icin bir tekerriir akvaryumu olusturuldu. Caligmada en az bir giin dinlendirilmis sebeke
suyu kullanildi. Yemleme giinde bir kez yapild1 ve yenilmeyen yemler ile balik atiklar:
giinlik olarak temizlendi. Uygulama siireci boyunca akvaryumlarda su sicakligi
(Ort.1S.S.: 14,08+0,8 °C), pH (Ort.#S.S.: 8,7840,1), ¢6ziinmiis oksijen (Ort.£S.S.:
4,411£0,44 mg/l) ve kondiktivite (Ort.2S.S.: 638,62+57,8 uMHOS/cm) gibi su kalitesi

kriterleri her giin diizenli olarak 6l¢iildii. CaCOj; cinsinden sertlik, dinlendirilmis stok
musluk suyu tankinda ¢alismanin basinda ve sonunda olmak f{izere iki kez ol¢iildii. Bu
degerlerin sirastyla 198 ve 216 mg/ml oldugu belirlendi. Baliklara kimyasal

uygulamasinin yapildig1 deneme ortami, Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Inci kefaline EE ve NP uygulamasinin yapildign deneme ortamindan bir
goruniim.

Sekil 3.3. Denemede kullanilan inci kefalinden bir 6rnek (Chalcalburnus tarichi, Pallas
1811).

3.3. Doku Alinmasi

Kimyasal uygulamasimin tamamlanmasininin ardindan baliklar MS-222
(200mg/1, 3-aminobenzoik asit etil ester, Sigma) ile anastezi edildi. Baliklar disekte
edilmeden Once her balik i¢in ¢atal boy 6l¢iimii ve total viicut agirligr tarttmi yapildi.

Baliklardan kan ornekleri, 25 ul heparin ve 25 ul aprotinin (5-10 tripsin inhibitor
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unit/ml, Sigma, A6279) igeren enjektor ile kaudal damardan alindi. Alinan kan 6rnekleri
santrifiij edilene kadar buz lizerinde saklandi. Kani alinan baliklar disekte edilerek
karaciger ve gonadlar1 ¢ikarildi. Cabuk bir sekilde karaciger ve gonad tartimi
yapildiktan sonra dokular, Bouin ve %10’luk nétral tamponlu formalin fiksatifleri ile
tespit edildi ayrica her baliktan yas tayini i¢in bir ¢ift operkulum alinarak saklandi.
Baliklardan alinan kan ornekleri ependorf tiiplere aktarildiktan sonra 2000 g’de 5 dk
santrifiij edildi. Plazmalar pipetlenerek farkli bir ependorf tiiplere alindi. Elde edilen

plazmalara aprotinin (4 ul aprotinin/100 ul plazma) eklendi ve analiz edilene kadar -76

°C’de saklanda.

3.4. Histoloji, cinsiyet belirlenmesi ve yas tayini

Bouin fiksatifi ile tespit edilen dokular, %70’lik etanol ve %10’luk ndtral
tamponlu formalin ile tespit edilen dokular ise, PBS (pH: 7.4) ile yikandiktan sonra,
dereceli etanol (%70, %80, %96 ve absolu) serilerinden gegcirilerek dehidrate edildi ve
ksilende seffaflastrilip parafine gomiildii. Cinsiyet tayini, her baligin gonadindan alinan
kesitlerin (5 wm), Hematoksilen eozin ve Mallory trikrom boyalar1 ile boyanmasiyla
histolojik olarak yapildi. Her balik igin gonad gelisim safhasi inci kefalinde Unal ve
ark., (1999)’nin belirledigi kriterlere uygun olarak tanimlandi. Yas tayini operkular
kemikler araciligiyla belirlendi. Operkulumlar %4’°liik NaOH ile temizlendikten sonra

%96°1ik etanolde seffaflagtirildi. Daha sonra yas halkalarina dayanilarak tayin yapildi.

3.5. TUNEL (Terminal transferase mediated dUTP nick end labelling)

Karaciger, ovaryum ve testis dokularindan alinan kesitlerde apoptotik DNA
fragmentli hiicrelerin (TUNEL pozitif) isaretlenmesi i¢in TUNEL metodu kullanildi.
TUNEL boyamasi, TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Detection ticari kitiyle (Kat.
No: QIA33, Calbiochem, Merck, ABD) ve kit protokollerine uyularak yapildi. Ozetle,

%10’luk notral tamponlu formalin ile tespit edilen dokulara ait 4 um kalinligindaki
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kesitler polilizin kapli lamlara aktarilip, deparafinize ve rehidrate edildikten sonra, TBS
(20 mM Tris pH: 7,6, 140 mM NaCl) ile yikandi. Kesitler daha sonra, proteinaz K
(10mM Tris’de, pH:8, 2 mg/ml) ile oda sicaklifinda 20 dk inkiibe edilerek dokunun
permeabilizasyonu saglandi. Lamlar TBS ile yikandiktan sonra, metanol ile hazirlanan
%3’liik H,0, ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesi inaktif hale getirildi. TBS ile yikamadan sonra, kesitler TdT tamponu (1 M
Sodyum kakodilat, 0.15 M Tris, 1.5 mg/ml BSA, 3.75 mM CoCl,, pH: 6,6) ile oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Kesitler daha sonra, biyotin ile isaretlenmis
deoksintikleotidler ve TdT enziminin karistirilmasiyla (3 ul enzim, 57 ul TdT isaretleme
karigimi) hazirlanan karisimla 37 °C’de nemli ortamda 90 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, doku kesitleri sonlandirma tamponu (0.5 M EDTA,
pH:8) ile inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu. TBS ile yikamadan sonra kesitler, PBS
ile hazirlanan %4’liik BSA ile 10 dk inkiibe edildi. Lamlardan %4’lik BSA
uzaklagtirildiktan sonra, kesitler %4 liilk BSA ile 1:50 oraninda sulandirilan peroksidaz
streptavidin konjugati ile, nemli atmosferde, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilerek,
TBS ile yikandi. Yikamadan sonra kesitler, DAB (3,3'-diaminobenzidin) ile muamele
edilerek, kahverengi renk olusumu gozleninceye kadar beklendi. Lamlar distile suda
yikandiktan sonra, %0,3’lik metil yesili ile zit boyama yapildi. Daha sonra etanol ve
ksilol serilerinden gegirilip, entellan ile kapatildi. Pozitif kontrol kesiti, Proteinaz K
uygulamasindan sonra, 6rnegin DNaz I (TBS ile hazirlanan ImM MgSOs’de 1pg/ul,
Kat. No: A3778, AppliChem) enzimi ile oda sicakliginda 20 dk inkiibasyonu ile yapildi.
Negatif kontrol kesitinde ise, isaretleme karisimina TdT enziminin yerine bidistile su
konuldu. Diger basamaklar her iki kontrol kesitlerinde de yukarida tarif edildigi gibi
gerceklestirildi. Preparatlar, mikroskopta (Nikon Eclipse E600) incelenerek goriintiileri

alindi.

3.5.1. Apoptozun kantifikasyonu ve atretik oosit sayimi

Apoptoz kantifikasyonu, TUNEL metodu ile boyanan karaciger, ovaryum ve

testis dokusu kesitlerinde apoptotik (par¢ali DNA’ya sahip) hiicrelerin sayilmasi ile
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yapildi. Karaciger dokusunda sayim, Weber ve ark., (2002)’ndan, testis dokusundaki
sayim Young ve ark., (1999)’ndan ve ovaryum dokusundaki sayim Drevnick ve ark.,
(2006)’ndan modifiye edilerek gergeklestirildi.

Karaciger dokusunda, bir bireyden alinan bir kesitte birbiri ile kesigmeyen
rastgele segilmis ve sabit bir alana (750000 pum®) sahip en az ii¢ gozlem alaninin
(karaciger kesitinin bliytikliigiine gore 3 ile 6 arasindadir) 100X biiylitmede g¢ekilen
goriintiileri Axiovision programina aktarildiktan sonra sayim modiiliinden yararlanarak,
her alanda apoptotik (TUNEL pozitif) hiicre sayim1 yapildi. Daha sonra farkli alanlarda
sayilan apoptotik hiicrelerin ortalamasi o birey i¢in apoptotik karaciger hiicre sayisi
olarak hesaplandi. Grup i¢inde her baliga ait ortalama degerler, istatistiksel
degerlendirme i¢in kullanild1 (6rnegin, n sayis1 farkli bir balig1 temsil etmektedir).

Testis dokusunda apoptotik hiicre sayimi, bir bireyden alinan bir kesitte
seminifer tiibiiller i¢indeki apoptotik (TUNEL pozitif) germ hiicreleri sayilarak yapildi.
Her birey i¢in 100 seminifer tiibiilde apoptotik hiicre sayimi gerceklestirildi. Sayim,
200X biiyiitmede ¢ekilen fotografin Axiovision programina aktarilmasindan sonra
sayim modiiliinden yararlanilarak yapildi. Sayim yapildiktan sonra her birey icin
seminifer tiibiil bagina diisen apoptotik germ hiicre sayis1 hesaplandi.

Ovaryum dokusunda apoptotik hiicre sayimi her balik i¢in bir ovaryum dokusu
kesitinde birbirinden bagimsiz, rastgele secilen ii¢ farkli bolgede 400X biiyilitme
kullanilarak iki farkli sathadaki ovaryum folikiillerinde yapildi. Her bolge i¢in folikiil
basina diisen apoptotik folikiil hiicre sayimi, 5 adet periniikleolar ve 5 adet erken
vitellogenik (gec kortikal alveolar) folikiilde, TUNEL pozitif folikiil hiicreleri sayilarak
yapildi. Daha sonra folikiil basina diisen hiicre sayis1 hesaplandi. Ug farkli bdlgeye ait
folikiil basma diisen apoptotik folikiil hiicre sayilarinin (teka ve granuloza hiicreleri)
ortalamasi sonucu elde edilen degerler her balik icin ayr1 ayr1 hesaplandi. Her birey i¢in
ovaryum dokusunda 30 ovaryum folikiilii sayildi. Cok sayida (>%50) TUNEL pozitif
folikiil hiicresi igeren ya da zona radiata tabakasinda bozulmaya sahip olan folikiiller,
atretik folikiil olarak kabul edildi. Her birey icin atretik folikiil sayisi {i¢ farkli gézlem
alaninda sayilip, ortalama degerleri hesaplanarak belirlendi. Atretik folikiil sayisi, kesit
icindeki total (saglikli ve atretik) folikiill sayisinin %’si olarak ifade edildi
(Savabieasfahani ve ark., 1999).
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3.6. CYP1A enziminin immunohistokimyasi

CYPIA enziminin karaciger dokusundaki immunohistokimyasal
lokalizasyonunu belirlemek i¢in asagida verilen protokol kullanildi. Her gruba ait alt1
bireyin, %10’luk notral tamponlu formalin tespitli ve parafine gomiilmiis karaciger

dokularindan 4 pum kalinligindaki kesitler alinip polilizin kapli lamlara aktarildi.

Kesitler, deparafinize ve rehidrate edildikten sonra metanol ile hazirlanan %3’liik H,O,
ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek endojen peroksidaz aktivitesi inaktif hale
getirdi. PBS (pH: 7.4) ile yikanan Kesitler, sitrat tamponu (0.1 M, pH: 6) ile 100 °C’de
15 dk muamele edildi daha sonra PBS ile birka¢ kez yikandi. Spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi i¢in at serumu ile oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona
birakilan kesitler, PBS ile ii¢ kez beser dk yikandiktan sonra PBS ile 1:100 oraninda
sulandirilan primer antikor (Fare anti balik CYP1A peptid monoklonal antikor, C10-7,
Biosense Lab., Norveg) ile 4 °C’de nemli ortamda bir gece inkiibasyona birakildi. Daha
sonraki boyama basamaklarinda, biyotinli anti-fare sekonder antikoru iceren ABC kit
(Fare UniTect ABC Kit, Kat. No: XHCO01, Calbiochem, Merck, ABD) protokollerine
uyuldu. Ozetle; kesitler PBS ile yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikor ile oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi. Lamlar PBS ile yikandiktan sonra avidin-
biyotin horseradish peroksidaz kompleks karisimi ile 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra
doku gegirgenligini artirmak i¢in PBS ile hazirlanan %1°lik Triton X-100 ile 30 s.
yikandi. Kesitler, DAB (3,3'-diaminobenzidin) ile 1-3 dk inkiibe edildikten sonra
bidistile su ile yikandi. Zit boyama Mayer’in Hematoksilen boyasi ile yapildi. Lamlar
dereceli etanolden (%95, %100) ve ksilenden gegirilerek entallan ile kapatildi. Negatif
kontrol olarak bir kesitte primer antikor yerine PBS kondu. Preparatlar, Nikon Eclipse
E600 marka aragtirma mikroskobu ile incelendikten sonra goriintiileri alindi. Kesitlerin
degerlendirilmesi ve puanlanmasi, 1. Hiicrenin sitoplazmik alaninda boyanmanin
dagilimina gore, (Sitoplazmik alanda boyanma yok ise, (%0, -); sitoplazmik alanda
kismen boyanma varsa (%50, +), sitoplazmik alanda biiylik oranda boyanma varsa
(%80-90, ++), sitoplazmik alan tamamen boyanmis ise (%100, +++)). 2. Sitoplazmik
alandaki boyanmanin yogunluguna gore, (Negatif, (-); hafif siddetli (+), orta siddetli

(++), kuvvetli (+++) ve ¢ok kuvvetli (++++)). 3. 1. ve 2. kriterlere gore incelenen
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hiicrelerin kesitteki dagilimma gore, (Homojen, (a); heterojen, (b)) olmak iizere {i¢

kritere gore yapildi.

3.7. Plazma steroid seviyeleri

Plazma 17p-0stradiol ve total testosteron (T) konsantrasyonlari, solid faz
kompetitif kemoliiminesent immunassay (Immulite 2000, Siemens, Almanya) yontemi
ile belirlendi. Minimum ve maksimum belirlenme limiti, 17@-6stradiol i¢in 20 pg/ml ve

2000 pg/ml, T i¢in 20 ng/dl ve 2000 ng/dl’dir.

3.8. Karaciger hiicre izolasyonu ve Kkiiltiirii

Karaciger hiicre kiiltiirli i¢in ortalama 9.5 cm c¢atal boylu ve 8.5 g total viicut
agirlikli inci kefali kullanildi. Kiiltiir 6ncesi biitlin cam malzemeler ve cerrahi aletler
kuru hava sterilizatoriinde steril edildi (130 °C’de 2 saat). Ayrica kullanilacak olan
soliisyonlar ve medyum 0.22 um por agikligina sahip filtreden (MFS Advantec, USA)
gecirildi. Karaciger hiicre izolasyonu iki-basamak perfiizyon metoduna gore, Tollefsen
ve ark., (2003) ve Mortensen ve ark., (2006)’ndan bazi modifikasyonlar yapilarak
gergeklestirildi. Steril kosullarda baligin abdomen bolgesi agildiktan sonra karaciger
dokusu cikartildi. Cikartilan karaciger, kalsiyumsuz NaCl (7.14 g/1), KCI1 (0.36 g/l),
MgSO, (0.15 g/l), Na,HPO,4 (1.6 g/l), NaH,PO4 (0.4 g/1), NaHCO; (0.31 g/l) ve EGTA
(Etilen glikol tetra-asedik asit, Fluka, Kat. No: C3777, 20 mg/l) iceren soliisyon
icerisine alinarak dokudan kan uzaklastirilincaya kadar oda sicakliginda 10 dk yikandi
(baliga ait karacigerin kii¢iik olmasindan ve portal venin kaniile edilememesinden
dolay1 in situ perfiizyon yapilamadi). Beyazlasan karaciger bu kez EGTA yerine CaCl,
(0.22 g/l) ve kollajenaz (%15, Sigma-Aldrich, Kat. No: C5138, Type IV) iceren ayn
tampona alindiktan sonra ajite edilerek yikandi. Karaciger ayni soliisyon i¢inde yaklasik
15 dk tritiirasyon islemine tabi tutuldu. Tritlirasyon, once, kesik uglu mavi pipet ucu ile

daha sonra mavi pipet ucu ile yapildi. Bu isleme daha sonra sar1 pipet ucu ve insiilin



28

enjektoriiyle devam edilerek dokuya ait hiicrelerin iyice ayrismasi saglandi. Islem
tamamlandiktan sonra, siispansiyon 100 g’de 3dk santrifiij edildi ve siipernatant i¢indeki
kaba doku partikiilleri pipetlendi. Pellet iizerine antibiyotik-antimikotik (%1), NaHCO;
(0.38 g/l) ve glutamin igeren serumsuz L15 (Leibovitz 15, Sigma Kat. No: L1518)
medyumu eklendi. Hiicreler tekrar siispanse edildikten sonra 60 g’de 3 dk santrifiij
edildi. Stipernatant alinarak {izerine medyum eklendi ve santrfiij islemi enzimin
uzaklagmasi i¢in en az ii¢ defa tekrarlandi. Tekrar siispanse edilen hiicreler bu defa 30
g’de 3 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant alindi (bu devirde ¢ok az da olsa
onceden var olan eritrositlerin uzaklastigi gozlendi) ve izole edilen hiicreler 1 ml
medyum ile tekrar siispanse edildi. Hiicre canliligi, tripan mavisi ekskliizyon metodu
kullanilarak yapildi ve soliisyon igindeki hiicre canliligimin % 95’ten fazla oldugu
belirlendi. Hiicre siispansiyonunda ml’deki hiicre sayis1 belirlendikten sonra hiicreler 48
kuyulu mikroplakanin (Greiner Bio-one, Cellstar, Kat. No: 677180) her kuyusunda
1x10°/ml hiicre olacak sekilde L15 medyumda ekildi. Kiiltiire alinan hiicreler daha
sonra invert mikroskop (Leica DMI 6100) ile incelenerek goriintiileri alindi. Hiicreler
kimyasal uygulamasindan 6nce O,/CO,’siz steril inkiibatorde 20+1 °C’de 24 saat

inkiibasyona birakildi.

3.9. Hiicre kiiltiirii kimyasal uygulama

Test kimyasallar1 olan 17c-Etinilestradiol (EE, saflik: >2%98, Sigma) ve 4-n-
Nonilfenol (NP, saflik: %99, Riedel de Haen), DMSO (Dimetil siilfoksit, Merck) iginde
¢oziildiikten sonra 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde kiiltlir vasatina
eklendi. Vasat icindeki DMSO konsantrayonu, %0.1°i gecmeyecek sekilde ayarlandi.
Kuyulara ekilen hiicrelerin {izerindeki vasat almarak EE ve NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM
konsantrasyonlarini igeren vasat ile degistirildi. Kontrol grubuna ait kuyudan alinan
medyum ise sadece L15 ile degistirildi. Her grup ic¢in iki tekrar yapildi. Hiicreler,

0,/COy’siz steril inkiibatérde 20+1 °C’de 24 saat kimyasallara maruz birakildi.
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3.10. Hiicre siispansiyonunda TUNEL ve PI ¢ift boyama

Kimyasal uygulamasi1 tamamlandiktan sonra, hiicreler pipetlenerek kaldirildi ve
bulunduklar1 medyum iginde bir ependorf tiipe alinarak siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonunda apoptotik DNA fragmentli hiicre c¢ekidekleri TUNEL yontemi ile
isaretlendi. TUNEL boyama ticari kit (Fluorescein FragEL™ DNA Fragmentation
Detection Kit, Kat. No: QIA39, Calbiochem, Merck, ABD) kullanarak ve kit
prokollerine uyularak yapildi. Siispanse edilen hiicreler, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra medyum pipetlendi. Hiicreler PBS ile hazirlanan %4’liik formalin ile
10 dk tespit edildikten sonra 1000 rpm’de 5 dk tekrar santrifiij edildi. Fiksatif
pipetlenerek alind1 ve hiicreler %80°1ik etanol ile tekrar siispanse edildi. Santrifiij edilen
siispansiyon pipetlendikten sonra TBS (20 mM Tris pH: 7.6, 140 mM NaCl) ile
stispanse edilerek oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi. Hiicreler, santrifiijleme
basamagindan sonra proteinaz K (10mM Tris’de, pH:8, 2 mg/ml) ile oda sicakliginda 5
dk muamele edildi. Siispansiyon santrifiijlenip proteinaz K uzaklastiriltiktan sonra TdT
tamponu (1 M Sodyum kakodilat, 0.15 M Tris, 1.5 mg/ml BSA, 3.75 mM CoCl,, pH:
6.6) ile tekrar siispanse edilen hiicreler oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra siispansiyon santrifiij edilerek TdT tamponu
uzaklagtirildi ve hiicreler floresan (FITC) isaretli deoksiniikleotidler ve TdT enzimini (3
ul enzim, 57 ul TdT isaretleme karimi) igeren karigim ile 37 °C’de karanlik ortamda 60
dk inkiibe edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra siispansiyon santrifiij edilerek
isaretleme karigimi uzaklastirildi. Hiicreler, TBS ile muamele edildikten sonra santrifiij
edildi ve TBS ile iki defa daha yikandi. Son olarak hiicreler 0.5 ml TBS’de tekrar
siispanse edildi. Son siispansiyona propidyum iyodiir (PI, 2 ug/ml) eklenerek zit
boyama yapildi. Pozitif kontroller, proteinaz K uygulamasindan sonra, siispansiyon
DNaz I (TBS ile hazirlanan 1mM MgSO,’de 1ng/ul, Kat. No: A3778, AppliChem)
enzimi ile oda sicakliginda 20 dk inkiibasyonu ile yapildi. Negatif kontroller de ise
isaretleme karisimina, TdT enziminin yerine bidistile su katildi. Diger basamaklar her
iki kontrolde de yukarida tarif edildigi gibi gergeklestirildi. Boyanan hiicreler floresan
mikroskopta (Leica DMI 6100) incelendi.
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3.11. Flow (akim) sitometride apoptotik hiicre sayim

EE ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda maruz
birakilan inci kefali karaciger hiicrelerinde meydana gelen apoptotik hiicre dliimiiniin
kantifikasyonu TUNEL metodu ile isaretlenen hiicrelerin flow (akim) sitometride
(Coulter Epics XL) 6l¢iimii ile yapildi. Hiicreler TUNEL-PI boyamasindan sonra yesil
floresan (FITC, apoptotik DNA fragmentasyonunu belirtmektedir) ve kirmizi (PI, total
DNA miktarini belirtmektedir) floresanda analiz edildi. Hiicre sayiminda ortak pozitif

(FITCY/PI") hiicreler, apoptotik olarak tanimlandi. Apoptotik hiicre sayisi, total hiicre
populasyonun (FITC'/PI* ve FITC/PI'; apoptotik ve apoptotik olmayan hiicrelerin
toplami) yiizdesi olarak hesaplandi. FITC/PI” gibi boyanmayan yapilar hiicre kalintisi
olarak, FITC'/PI ~ gibi boyanan yapilar ise artefekt olarak kabul edilip sayima dahil

edilmedi. Her 6rnek i¢in en az 2000 hiicre sayildi.

3.10. istatistiksel analizler

Biitlin istatistiksel analizler “SPSS 11.5 for Windows” programi kullanilarak
yapildu.

Apoptotik hiicre sayimi sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde,
grup sayist ikiden fazla oldugu i¢in, Kruskall Wallis varyans analizi testi kullanildi.
Uygulama ve kontrol gruplari arasindaki farkliliklarin tanimlanmasinda Post hoc
Mann-Whitney U testi kullanildi.

Plazma 178 estradiol seviyesi 6l¢limii sonucunda elde edilen veriler ANOVA’ya
tabi tutulduktan sonra Scheffe testi ile degerlendirildi.

Baz1 gruplarda total T 6l¢limii yapilan 6rnek sayisinin az olmasi ya da hig
olmamasi, ANOVA gibi gruplar aras1 kiyaslama yapmaya olanak veren istatistiksel
analiz yontemlerinin kullanimina izin vermediginden gruplar arasi kiyaslama, bireylerin
plazmasinda testosteronun belirlenip belirlenmeme durumuna gore Ki kare testi ile

gerceklestirildi.
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Flow sitometrik analizler sonucu elde edilen veriler ise ANOVA’ya tabi
tutulduktan sonra Dunnet’s testi ile degerlendirildi.

Apoptotik hiicre sayimi1 sonucunda elde edilen veriler OrtalamatStandart Hata
ve medyan olarak, diger analizler sonucunda elde edilen veriler ise OrtalamatStandart

Hata olarak ifade edildi. P< 0.05 olan degerler istatistiksel olarak énemli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Gonad histolojisi ve yas tayini

Testisten alinan histolojik kesitlerde testis gelisiminin prespermatogenik evrede
oldugu ve seminifer tiibiillerde sadece spematogonyumlarin bulundugu gozlendi (Sekil
la). Ovaryum dokusundan alinan histolojik kesitlerde, ovaryum gelisim asamasinin
erken vitellogenik (ge¢ kortikal alveolar) evrede oldugu, ovaryumlarin erken
vitellogenik oositlerin (ge¢ kortikal alveolar) yani sira periniiklear oositleri de icerdigi
belirlendi (Sekil 4.1b).

Operkular yas tayini sonucunda, ¢calismada kullanilan disi ve erkek baliklarin 3+

yasl bireyler oldugu saptandi.

Sekil 4.1a. Kontrol grubuna ait erkek inci kefalinde prespermatogenik sathadaki testis,
(Mallory trikrom).
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Sekil 4.1b. Kontrol grubuna ait disi inci kefalinde erken vitellogenik sathadaki oositleri
iceren ovaryum, (Pn: periniiklear oosit; Vo: vitellogenik oosit; Mallory
trikrom).

4.2. Apoptoz ve gonad histopatolojisi

EE ve NP’ye maruz birakilan baliklarin karaciger ve gonadlarindan alinan
kesitler TUNEL metodu ile boyandi. Buna gore apoptotik hiicreler nukleuslarinin
kahverengi boyanmasi, apoptotik olmayan hiicreler ise nukleuslarinin yesil boyanmasi
ile ay1rt edildi.

Gonadlardan alinan kesitlerde fibrotik alanlarin belirlenmesi ise Mallory trikrom
boyasi ile mavi boyanan bag dokusu dikkate alinarak yapildi.

EE ve NP’ye maruz birakilan disi baliklarin karaciger ve ovaryum dokularinda
belirlenen apoptotik hiicre sayimlar1 Cizelge 4.1°de gosterildi. Buna gore her iki
kimyasala maruz kalan disi baliklarin karacigerlerindeki apoptotik hepatosit sayisinin
bu kimyasallarin konsantrasyonlarina bagl olarak arttig1 gozlendi. Bu artisin NP nin en

yiiksek konsantrasyonu olan 200 pg/l ve EE’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 100
ng/I’de, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P< 0.001).

Disi bireylerde kontrol ve uygulama gruplarindan alinan karaciger dokusu kesitlerinde
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yapilan TUNEL boyamalara ait temsili resimler Sekil 4.2a,b, Sekil 4.3a,b,c, Sekil
4.4a,b,c’de gosterilmistir.

Ovaryum dokusundaki apoptotik hiicre sayisi, folikiil basina diisen apoptotik
somatik hiicre sayisina gore belirlendi. Buna gore, NP’ye maruz birakilan baliklarda
ovaryum folikiil basima diisen apoptotik somatik hiicre sayisinin doza bagimli olarak

arttig1 ancak bu artisin sadece 200 ug/l konsantrasyonunda anlamli oldugu bulundu (P<

0.05) (Cizelge 4.1). EE’ye maruz birakilan gruplarda folikiil basina diisen apoptotik
somatik hiicre sayisinda konsantrasyon artisi ile birlikte bir artigin oldugu belirlendi. Bu
artisin, EE’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 100 ng/lI’ye maruz birakilan baliklarda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (P< 0.01). Disi bireylerde kontrol ve

uygulama gruplarindan alinan ovaryum dokusu kesitlerinde yapilan TUNEL
boyamalara ait resimler Sekil 4.5a,b, Sekil 4.6a,b,c, Sekil 4.7a,b,c’de gosterilmistir.

EE ve NP’ye maruz birakilan disi baliklarin ovaryum dokusundaki, % atretik
oosit sayisinda konsantrasyon artigi ile birlikte bir artisin oldugu, bu artisin NP
uygulanan gruplarda anlamsiz oldugu belirlendi (Sekil 4.8a,b, Sekil 4.9a,b,c). Bununla
birlikte, EE’nin 10 ng/l konsantrasyonunda % atretik folikiil sayisinda artig egilimi
oldugu (P= 0.08) ve bu artisin EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlendi (P< 0.05) (Cizelge 4.1).

EE ve NP’ye maruz birakilan gruplardaki bazi baliklarda oositler arasindaki
stromal dokuda kalinlagma (fibrozis) oldugu (Cizelge 4.1, Sekil 4.9a,b,c), bu bolgelerde
cok sayida apoptotik hiicre oliimiintin varlig1r gozlendi (Sekil 4.6b,c, Sekil 4.10a,b).
Bununla birlikte kontrol gruplarina ait birer bireyde de bilinmeyen bir nedenden dolay1
stromal dokuda kalinlasmanin oldugu belirlendi (Cizelge 4.1).

EE ve NP’ye maruz birakilan erkek baliklarin karaciger ve testis dokularinda
yapilan apoptotik hiicre sayimlar1 Cizelge 4.2’de gosterildi. EE’ye maruz birakilan
erkek bireylerin karaciger dokusunda hiicre 6liimiiniin konsantrasyon artisina paralel
olarak artis gosterdigi ve bu artisin kontrol grubuna kiyasla en yiiksek dozda (100 ng/l)
istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (P< 0.01). NP’ye maruz kalan erkek
bireylerde de karacigerde hiicre oliimiinlin doza bagimli olarak arttig1 ve bu artisin

NP’nin en yiiksek konsantrasyonunda (200 pg/l) istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (P< 0.05). Erkek bireylerde kontrol ve uygulama gruplarindan alinan
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karaciger dokusu kesitlerinde yapilan TUNEL boyamalara ait resimler, Sekil 4.11a,b,
Sekil 4.12a,b,c, Sekil 4.13a,b,c’de gosterilmistir.

EE ve NP’ye maruz birakilan erkek ve disi bireylerde cinsiyete bagli bir
hassasiyetin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in ayni konsantrasyona maruz birakilan
disi ve erkek bireylerin karaciger dokusunda, apoptotik hiicre sayimi sonucu elde edilen
veriler Kruskall Wallis Mann-Whitney U testi ile karsilastirildiginda hicbir grupta
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi bulundu.

EE ve NP’ye maruz birakilan hem erkek hem de disi bireylerde karacigerde
hiicre 6liimiiniin merkezi ven ve biiylik damarlar etrafinda daha yogun meydana geldigi
gbzlendi (Sekil 4.3b,c, Sekil 4.4b,c, Sekil 4.12b,c, Sekil 4.13b,c).

EE ve NP’ye maruz birakilan gruplarin testis dokusundan alinan kesitlerde
apoptozun seminifer tiibiillerdeki spermatogoniumlarda meydana geldigi goriildii. EE ve
NP’ye maruz birakilan gruplarda seminifer tiibiil bagina diisen apoptotik germ hiicresi
sayisinin EE ve NP’nin en yliksek konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (P< 0.05) (Cizelge 4.2). Erkek
bireylerde kontrol ve uygulama gruplarindan alinan testis dokusu kesitlerinde yapilan
TUNEL boyamalara ait temsili resimler Sekil 4.14a,b, Sekil 4.15ab,c, Sekil
4.16a,b,c’de gosterilmistir.

Histopatolojik incelemelere goére EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz
birakilan grupta bir bireyde ovotestis tespit edildi (Sekil 4.17a). Bu gruba ait {i¢ bireyde
de seminifer tiibiil etrafindaki intersititiyal bag dokuda kalinlagmanin (fibrozis)
meydana geldigi goriildi (Sekil 4.18a). NP’ye maruz birakilan gruplardan 60 pg/1I’lik
dozda bir bireyde ovotestis (Sekil 4.17b) gozlenirken 60 ve 200 ug/I’lik NP
konsantrasyonlarinda birer bireyde testiste intersititiyal bag dokuda kalinlagmanin
(fibrozis) (Sekil 4.18b,c) meydana geldigi belirlendi. EE ve NP’ye maruz birakilan
erkek bireylerde testiste intersititiyel bag dokusu kalinlagsmasina (fibrozis) ve ovotestis

sekillenmesine sahip birey sayilar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.



Cizelge 4.1. 17o-Etinilestradiol (EE) ve Nonilfenole (NP) maruz birakilan disi inci kefalinde karaciger ve ovaryum dokularinda
meydana gelen apoptotik hiicre Sliimiiniin kantitatif analiz sonuclari, ovaryum % atretik oosit sayis1 ve ovaryumunda
stromal bag dokuda kalinlasmaya sahip birey sayilari. Apoptotik hiicre sayimi sonucunda elde edilen veriler Ort.+S.H. ve
medyan (m) olarak ifade edildi

Uygulama
Grubu Karaciger Dokusu Ovaryum Dokusu
Apoptozu a b

1y Ort.+S.H. m Ort.+S.H. m Ort.+S.H. m g
Kontrol 10 7.78+2.05 5.30 0.76+ 0.23 0.50 6.47+2.03 5.93 1
Solvent Kon. 7 8.14%+ 3.07 5.30 1.35+£0.85 0.33 527+ 2.61 3.03 1
NP 10 pg/l 11 8.04+ 1.77 775 1.38+0.27 1.10 2.86%+ 1.56 0.00 2
NP 60 ng/l 11 11.71+£2.35 10.60 2.21+0.57 1.90 4.86+1.96 3.03 3
NP 200 pg/l 11 29.86+ 6.33"" 23.50™ 2.83+1.16° 1.22° 14.5+ 8.98 3.03 3
EE 1 ng/l 12 6.90+ 1.88 3.30 1.03£0.27 0.64 3.16+ 1.43 1.52 1
EE 10 ng/l 8 10.75+2.76 9.75 1.60+ 0.47 1.25 17.40% 5.12 15.87 1
EE 100 ng/l 12 25.49+2.22™" 28.30" 2.33£0.50" 172" 19.34£5.10° 16,08 5

n;: Toplam birey sayisi; a: Ovaryum folikiilii bagina diisen apoptotik somatik hiicre sayisi; b: % atretik oosit (TUNEL ve Morfoloji); n,: Ovaryumda stromal doku
kalinlagmasi (fibrozis) gozlenen sahip birey sayist; *: P< 0.05; ##: P< 0.01; #3#%: P< 0.001.

9¢
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Cizelge 4.2. 170-Etinilestradiol (EE) ve Nonilfenole (NP) maruz birakilan erkek inci
kefalinde karaciger ve testis dokularinda meydana gelen apoptotik hiicre
Olimiinlin kantitatif analiz sonuglari, testiste intersititiyel bag dokusu
kalinlagsmasina (fibrozis) ve ovotestis sekillenmesine sahip birey sayilari.
Apoptotik hiicre sayimi sonucunda elde edilen veriler Ort.+S.H. ve
medyan (m) olarak ifade edildi

Uygulama Testis Dokusu
Grubu Karaciger Dokusu
Apoptozu a

n Ort.+S.H. m Ort.+S.H. m b ¢
Kontrol 6 4.2811.42 3.25 0.76x0.24 0.56 - -
S. Kontrol 6 3.92+1.07 3.00 1.21£0.39 0.92 - -
NP 10 pg/l 6 5.23+£1.27 4.55 1.1440.43 0.69 - -
NP 60 pg/l 6 10.7412.13 10.68 2.2340.70 1.70 1 1
NP 200 ug/l 5 13.87+4.34" 9.75" 2.48+0.85" 1.85° 1 -
EE 1 ng/l 5 6.15%1.54 6.60 0.7410.24 0.51 - -
EE 10 ng/l 5 10.2943.12 9.75 2.29£1.19 0.91 - -

EE100ng/l 5  27.87+4.85" 24.007  2.08+0.44" 263 3 1

n: Birey sayist; a: Seminifer tiibiil basina diisen germ hiicre apoptozu; b: Testiste intersititiyal bag
dokusunda kalinlagsmaya sahip birey sayist; ¢: Ovotestise sahip birey sayisi; *: P< 0.05; #3%: P< 0.01.
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Sekil 4.2a,b. Disi inci kefalinde, kontrol (a) ve solvent kontrol (b) gruplarma ait
karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesitleri, (Ok bast:
apoptotik hepatosit; MV: merkezi ven).
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Sekil 4.3a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz birakilan disi
inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesitleri, (Ok baglari: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven).
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Sekil 4.3c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefalinde,
karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslar1:
apoptotik hiicreler; MV: merkezi ven).

Sekil 4.4a. NP’nin 10 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefalinde,
karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslari:
apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven).
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Sekil 4.4b,c. NP’nin 60 pg/l (b) ve 200 ug/l (c) konsantrasyonlarina maruz birakilan
disi inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven; BKD:
biiylik kan damart).
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Sekil 4.5a,b. Disi inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) gruplarina ait
ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmus histolojik kesitleri.
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Sekil 4.6a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz birakilan disi
inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik

kesitleri, (Ok baslart: apoptotik hiicreler; S: stromal doku; AO: atretik
00sit).
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Sekil 4.6c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefalinde,
ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslari:
apoptotik hiicreler; S: stromal doku).

Sekil 4.7a. NP’nin 10 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefalinde,
ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok bast:
apoptotik folikiil hiicresi).
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Sekil 4.7b,c. NP’nin 60 pug/l (b) ve 200 ug/l (c) konsantrasyonlarina maruz birakilan disi
inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesitleri, (Ok baslar1: apoptotik folikiil hiicreleri).
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Sekil 4. 8a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP’nin 200 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan disi inci kefalinde, ovaryum dokusunun TUNEL ile boyanmis

histolojik kesitlerinde atretik oositler (*) ve atretik oositte apoptotik
folikiil hiicreler (ok baslar1).
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Sekil 4.9a,b. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefalinin
ovaryumunda, stromal dokuda kalinlasma (fibrozis), (*: atretik oosit; ok
bagslar1: fibrotik alanlar; Mallory trikrom).
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Sekil 4.9c. NP’nin 200 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi inci kefali

ovaryumunda, stromal dokuda kalinlagma (fibrozis), (*: atretik oosit; ok
baglari: fibrotik alanlar; Mallory trikrom).
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Sekil 4.10a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP’nin 200 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan disi inci kefalinde, ovaryumundan alinan kesitlerde stromal
dokudaki apoptotik hiicreler (ok baglar1), (TUNEL).
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Sekil 4.11a,b. Erkek inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) gruplarina ait
karaciger dokusunun, TUNEL ile boyanmis histolojik kesitleri, (Ok
baslar1: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven).
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Sekil 4.12a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l konsantrasyonlarina maruz birakilan erkek
inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik

kesitleri, (Ok baglari: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven; KD: kan
damari).
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Sekil 4.12c. EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci kefalinde,
karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslar1:
apoptotik hepatositler; KD: kan damart).

Sekil 4.13a. NP’nin 10 pg/l konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci kefalinde
karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok bast:
apoptotik hepatosit).
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Sekil 4.13b,c. NP’nin 60 pg/l (b) ve 200 ug/l (c) konsantrasyonlarina maruz birakilan
erkek inci kefalinde, karaciger dokusunun TUNEL ile boyanmis

histolojik kesitleri, (Ok baslari: apoptotik hepatositler; MV: merkezi ven;
KD: kan damari).
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Sekil 4.14a,b. Erkek inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) gruplarina ait testis
dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesitleri, (Ok basi: apoptotik
germ hiicresi).
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Sekil 4.15a,b. EE’nin 1 ng/l (a) ve 10 ng/l (b) konsantrasyonlarina maruz birakilan
erkek inci kefalinde, testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik
kesitleri, (Ok baslar1: apoptotik germ hiicreleri).
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Sekil 4.15¢. EE’nin 100 ng/l (c) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci kefalinde
testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslari:
apoptotik germ hiicreleri).

Sekil 4.16a. NP nin 10 pg/l (a) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci kefalinde
testis dokusunun TUNEL ile boyanmis histolojik kesiti, (Ok baslari:
apoptotik germ hiicreleri).
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Sekil 4.16b,c. NP’nin 60 pg/l (b) ve 200 ug/l (c) konsantrasyonlarina maruz birakilan
erkek inci kefalinde, testis dokusunun TUNEL ile boyanmig histolojik
kesitleri, (Ok baslari: apoptotik germ hiicreleri).
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Sekil 4.17a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP’nin 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz
birakilan erkek inci kefalinde, testisde ovotestis olusumu, (Ok baglart:
perinuklear oositler; Hematoksilen eozin).
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Sekil 4.18a,b. EE’nin 100 ng/l (a) ve NP’nin 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz

birakilan erkek inci kefalinde, testisde intersititiyal doku kalinlagmasi
(fibrozis), (Ok baslari; Mallory trikrom).
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Sekil 4.18c. NP’ nin 200 pg/l (c) konsantrasyonuna maruz birakilan erkek inci kefalinde,

testisde intersititiyal doku kalinlagsmasi (fibrozis), (Ok baslari; Mallory
trikrom).

4.3. CYP1A enziminin hepatositlerdeki immunohistokimyasi

Kontrol gruplarinda, CYP1A immunboyanmasinin hepatosit nukleus zarinin
hemen iizerindeki (periniiklear) alanlarda oldugu gozlendi ancak sitoplazmik alanda
maydana gelmedigi gozlendi bununla birlikte hepatositlerin sinlizoide bakan plazma
membrani altinda da boyanmanin oldugu belirlendi (Sekil 4.19a,b).

NP’ye maruz birakilan gruplarda ise boyanmanin kontrol gruplarina benzer
olarak nukleus membrani etrafinda ve hepatositlerin siniizoide bakan plazma membrani
altinda oldugu belirlendi (Sekil 4.20a,b,c). Kontrol gruplarinda ve NP’ye maruz
birakilan gruplarda hepatositlerde sitoplazmik alanda boyanma gézlenmedi.

EE’nin 1ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan grupta da boyanmanin kontrol
grubundakine benzer oldugu bununla birlikte bazi hiicrelerde nukleus etrafindaki
boyanmanin daha belirgin oldugu goézlendi (Sekil 21a). Bu gruba ait bir bireyde kismen

ve graniillii boyanmanin meydana geldigi belirlendi. EE’nin 10 ng/l konsantrasyonuna
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maruz birakilan grupta genel olarak sitoplazmik alandaki boyanmanin kismen (+) ve
orta siddetli (++) oldugu bununla birlikte az sayidaki hiicrede sitoplazmik alanin biiyiik
oranda ve orta siddetli boyandigi gozlendi (Sekil 4.21b). EE’nin 100 ng/l
konsantrasyonuna maruz birakilan grupta sitoplazmik alanin genel olarak, nukleus
memranindan baslamak {izere, yaygin olarak biiyiik oranda (++) ve orta siddetli (++)
boyandigi, seyrek de olsa bazi hiicrelerin tamamen ve orta siddetli boyandigi belirlendi.
Hiicrelerdeki boyanmanin siniizoide ve komsu hiicrelere bakan yanal sitoplazmik
bolgelerde meydana geldigi ancak siniizoidin karsi tarafindaki bolgenin boyanmadigi
gozlendi (Sekil 4.21c). Bu gruba ait iki bireyde hiicrelerde sitoplazmik alanin tamamen
ve orta siddetli boyandigi, seyrek olarak bazi hiicrelerde ise boyanmanin kuvvetli
oldugu goriildii. EE’ye maruz birakilan gruplarda sitoplazmik boyanma alaninin
konsantrasyon artisina paralel olarak arttigi ve orta siddetli bir boyanma meydana
geldigi belirlendi. Hepatositlerde CYP1A enzimi ile boyanan hiicrelerin homojen
dagilim gosterdigi yani kesit icinde merkezi ven veya biiylik damarlar etrafinda
yogunlagmadigi gozlendi.

NP ve EE’ye maruz birakilan inci kefali karacigerinde CYP1A enziminin

immunohistokimyasal degerlendirilmesi Cizelge 4.3.‘de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. NP ve EE’ye maruz birakilan inci kefalinde CYPIA enziminin
hepatositlerdeki immunohistokimyasal degerlendirilmesi

Uygulama Grubu n 1 2 3
Kontrol 6 - - a
Solvent Kontrol 6 - - a
NP 10 pg/l 6 - - a
NP 60 pg/l 6 - - a
NP 200 pg/l 6 - - a
EE 1 ng/l 6 - - a
EE 10 ng/l 6 +/++ ++ a
EE 100 ng/l 6 ++ ++ a

n: Birey sayisi, 1: Hiicrenin sitoplazmik alaninin boyanmanin dagilimina gore: Sitoplazmik alanda
boyanma yok ise, (%0, -); sitoplazmik alanda yartyariya boyanma varsa (%50, +), sitoplazmik alanda
biiyiik oranda boyanma varsa (%80-90, ++), sitoplazmik alan tamamen boyanmis ise (%100, +++). 2:
Sitoplazmik alandaki boyanmanin yogunluguna gore: Negatif, (-); hafif siddetli(+), orta siddetli (++),
kuvvetli (+++) ve ¢ok kuvvetli (++++). 3: 1. ve 2. kriterlere gore incelenen hiicrelerin kesitteki dagilimina
gore: Homojen, (a); heterojen, (b).
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Sekil 4.19a,b. Inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) grubu bireylerinin
karaciger dokusundan alinan kesitlerde CYPIA enzimine ait immun
boyama. CYP1A immunreaksiyonu hepatositlerin sadece periniiklear
alanlarinda gdzlenirken; sitoplazmik alanlarinda gozlenmedi (i¢ kare
bar: 10 um).
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Sekil 4.20a,b. NP’nin 10 pg/l (a) ve 60 ug/l (b) konsantrasyonlarina maruz birakilan
inci kefaline ait karaciger kesitlerinde CYP1A immun boyamasi. Her iki
konsantrasyonda da hepatositlerin, kontrollere benzer olarak sadece
periniiklear alanda CYP1A immun reaksiyonu gozlenirken; sitoplazmik
alanda gozlenmedi (i¢ kare bar: 10 um).
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Sekil 4.20c. NP’nin 200 pg/l (c) konsantrasyonuna maruz birakilan inci kefaline ait
karaciger kesitinde CYP1A immunboyamasi. Kontrollere benzer olarak
sadece hepatositlerde periniiklear alanda CYP1A immun reaksiyonu
gdzlenirken; sitoplazmik alanda gézlenmedi (i¢ kare bar: 10 um).

Sekil 4.21a. EE’nin 1 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan inci kefaline ait karaciger
kesitinde hepatositlerde periniiklear alanda goézlenen CYPIA immun
reaksiyon (i¢ kare bar: 10 um).
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Sekil 4.21b,c. EE’nin 10 ng/l (b) ve 100 ng/l (¢) konsantrasyonarina maruz birakilan
inci kefaline ait karaciger kesitlerinde, hepatosit sitoplazmasinda
gozlenen CYP1A immun reaksiyonu (i¢ kare bar: 10 um).
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4.4. Plazma 17B-ostradiol ve testosteron seviyeleri

Kontrol gruplari, NP ve EE uygulanan gruplarda disi ve erkek bireylerde plazma

17B-6stradiol seviyeleri Cizelge 4.4’de gosterildi. Buna gore biitiin bireylerde plazma
17B-6stradiol seviyeleri minimum belirleme limitinin (20 pg/ml) istiinde bulundu. NP
ve EE’nin biitiin konsantrasyonlarinda hem disi hemde erkek bireylerde plazma 17f3-

Ostradiol seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisimin olmadigi belirlendi.

Cizelge 4.4. NP ve EE’ye maruz birakilan disi ve erkek inci kefalinde plazma 17f3-
Ostradiol seviyeleri. Degerler Ort.£S.H. olarak ifade edildi

Uygulama Grubu 17B-6stradiol disi (pg/ml) 17B-6stradiol erkek (pg/ml)
n Ort.+S.H. n Ort.+S.H.
Kontrol 10 211.724£26.76 6 150.52+38.83
Solvent Kontrol 7 252.00+£37.64 6 160.43+49.06
NP 10 pg/l 10 168.811+28.41 6 101.43£21.15
NP 60 pg/l 11 217.93453.73 6 167.30441.67
NP 200 pg/l 11 152.79£18.66 5 205.54+£51.22
EE 1 ng/l 11 201.70£29.21 5 223.00£54.90
EE 10 ng/l 8 186.41£27.93 5 136.00£24.30
EE 100 ng/l 12 302.17£29.95 5 196.20£23.25

n: Birey sayist

Kontrol gruplari, NP ve EE uygulanan gruplarda disi ve erkek bireylerde plazma
total T Olglimii sonucunda elde edilen veriler (T belirlenen birey sayisi (n;), T
belirlenemeyen birey sayist (n), Ol¢lim araligt ve Ol¢lim yapilabilen bireylerdeki T
seviyeleri) disi bireyler i¢in Cizelge 4.5’de, erkek bireyler i¢in Cizelge 4.6’da
verilmigtir. Buna gore, T dl¢limii yapilan erkek bireylerin %52,3 tinde ve disi bireylerin
ise %18,1’inde plazma total T seviyesinin minimum belirleme limitinin (20 ng/dl)

iistiinde oldugu belirlendi. Bununla birlikte, kontrol gruplarinda (kontrol+solvent



67

kontrol) total T konsantrasyonlarmin erkek bireylerin %75’inde, disi bireylerin ise
%29,4’tinde  minimum belirleme limitinin (20 ng/dl) iistiinde oldugu belirlendi. Baz1
gruplarda plazma total T seviyesi belirlenebilen birey sayisinin ¢ok diisiik olmas1 ya da
hi¢ olmamasi, ANOVA gibi gruplar arasi kiyaslama yapmaya olanak veren istatistiksel
analiz yonteminin kullanimina izin vermediginden gruplar arasi kiyaslama, plazmada T
seviyesi belirlenme ve belirlenmeme durumuna gore Ki kare testi ile yapildi. Buna gore
EE’nin 10 ve 100 ng/l konsantrasyonlarina ve NP’ nin 200 pug/l konsantrasyonuna maruz
birakilan gruplardaki disi bireylerin tamaminda plazma T seviyesinin belirlenemedigi
gozlendi (Cizelge 4.5). NP’nin 200 pg/l konsantrasyonunda ve EE’nin 100 ng/l
konsantrasyonlarindaki biitiin bireylerde plazma T seviyesinin belirlenememesinin,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P< 0.05)
(Cizelge 4.5). Bununla birlikte NP ve EE uygulanan diger konsantrasyonlardaki disi
bireylerde, plazma T seviyesinin belirlenememe durumunun kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. NP ve EE uygulanan
erkek bireylerde plazma total T seviyesinin belirlenememe durumu goz Oniine
alindiginda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig:
belirlendi. Bununla birlikte EE’nin 10 ng/l konsantrasyonunda plazma T seviyesi bir
bireyde belirlenirken dort bireyde belirlenemedi. EE’nin 100 ng/ konsantrasyonunda ise
hicbir bireyde plazma T seviyesinin belirlenemedigi gozlendi (Cizelge 4.6). EE’ye 100
ng/l konsantrasyonda maruz birakilan grupta biitlin bireylerde T seviyesinin
belirlenememe durumu kontrol grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlam

yoniinde bir egilimin oldugu bulundu (P= 0.06).
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Cizelge 4.5. NP ve EE uygulanan gruplarda disi bireylerin plazma total T ol¢limii
sonucunda elde edilen veriler

Uygulama Grubu Testosteron Disi

n n; n OA T

(ng/dl, min.-  (Ort.x S.H.)
mak.)

Kontrol 10 4 6 <20-51.00 34.1+6.15
Solvent Kontrol 7 1 6 <20-83.60 83.6
NP 10 pg/l 10 4 7 <20-104.60  54.25%17.27
NP 60 ug/l 11 3 8 <20-126.20  88.70+£25.94
NP 200 pg/l 12 0 11 <20" -
EE 1 ng/l 12 2 10 <20-37.20 35.60+1.60
EE 10 ng/l 8 0 8 <20 -
EE 100 ng/l 12 0 12 <20° -

n: Olgiim yapilan toplam birey sayisi; n;: Testosteron belirlenen birey sayis;; n,: Testosteron
belirlenemeyen birey sayis;; OA: 6lgiim araligi; T: Testosteron belirlenen bireylerde testosteron
seviyelerinin Ort.x S.H. degerleri; *: Ki kare testine gore P< 0.05.
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Cizelge 4.6. EE ve NP uygulanan gruplarda erkek bireylerin plazma total T 6l¢iimii
sonucunda elde edilen veriler

Uygulama Grubu Testosteron Erkek
OA T

n n; ny (ng/dl, min.-mak.) (Ort.£ S.H.)
Kontrol 6 4 2 <20-91.60 62.80£11.80
Solvent Kontrol 6 5 1 <20-100.40 58.68+12.36
NP 10 pg/l 6 3 3 <20-41.90 31.831£5.92
NP 60 ng/l 6 4 2 <20-222.00 105.23£34.10
NP 200 pg/l 5 2 3 <20-131.20 110.00£21.20
EE 1 ng/l 5 4 1 <20-69.80 56.45+£8.21
EE 10 ng/l 5 1 4 <20-74.00 74.00
EE 100 ng/l 5 0 5 <20 -

n: Olgiim yapilan toplam birey sayisi; n;: Testosteron belirlenen birey sayisi; ny: Testosteron
belirlenemeyen birey sayis;; OA: Olgiim araligi; T: Testosteron belirlenen bireylerde testosteron
seviyelerinin Ort. £ S.H. degerleri; *: Ki kare testine gore P = 0.06.

4.5. Hiicre kiiltiirii

Kiiltiire alinan inci kefali karaciger hiicrelerinin, kiiltiir baglangicindan 24 saat
sonra siniizoid benzeri dizilim gosterdigi gozlendi. Karaciger hiicrelerinin kiiltiirden
hemen sonraki (0 saat) ve 24 saat sonraki goriintiileri Sekil 4.22a,b’de gosterilmistir. EE

ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda maruz birakilan inci

kefali karaciger hiicrelerinde meydana gelen apoptotik hiicre liimiiniin kantifikasyonu
TUNEL metodu ile isaretlenen hiicrelerin flow (akim) sitometride l¢iimii sonucunda
gerceklestirildi (Sekil 4.23). EE ve NP’ye maruz birakilan karaciger hiicrelerinde
meydana gelen apoptoz yiizdesinde artis gozlenmesine ragmen bu artisin kontrol grubu
ile kiyaslandiginda hi¢bir grupda istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil
4.24).
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Sekil 4.22a,b. inci kefalinde kiiltiire alman karaciger hiicrelerinin goriintiileri. a) Kiiltiire
alindiktan hemen sonra, b) Kiiltiire alindiktan 24 saat sonra.
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Sekil 4.23. EE (a) ve NP’nin (b) 10 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan inci kefali
karaciger hiicrelerinde, kontrol grubu hiicrelerinde (c), pozitif kontrol
hiicrelerinde (d) ve negatif kontrol hiicrelerinde (¢), TUNEL-PI ¢ift boyanan
apoptotik hiicrelerin flow sitometrik analizi
histogramlar. Histogramlarda sag iist kareler, apoptotik hiicreleri (+/+; PI"/
FITC"); sol iist kareler apoptotik olmayan hiicreleri, (+/-; PI'/ FITC); sol alt
kareler boyanmayan yapilari, (-/-; PI'/ FITC); sag alt kareler ise artefekt
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Sekil 4.24. EE ve NP’ye 24 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda maruz
birakilan inci kefali karaciger hiicrelerinde apoptoz yiizdesi. Degerler her
grup i¢in birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin (n = 3) Ort.=S.H.’s1 olarak ifade
edildi.



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Apoptoz ve gonad histopatolojisi

Bu calismada EE ve NP’ye maruz birakilan inci kefalinde, karaciger ve
gonadlarda meydana gelen toksik etki apoptoz tayini ile degerlendirildi. Apoptoz
canlilarda normal gelisim siireci igerisinde meydana gelen bir fizyolojik 6liim yolu
olmasina karsilik patolojik olarak da uyarilabilen ve zenobiyotik stresine iliskin bilgi
veren faydali bir biyomarkirdir (Sweet ve ark., 1999). Inci kefalinde NP ve EE’nin
erkek ve disi bireylerin karaciger ve gonadlarinda apoptotik 6liimii uyardig1 gézlendi.
Weber ve ark. (2002), NP’nin erkek Oryzias latipes’in testiste germ hiicrelerinde
apoptozu uyardigini, ancak karacigerde hepatosit 6liimiinde 6nemli bir etkiye neden
olmadigint bildirmislerdir. Apoptozun bir biyomarkir olarak kullanildigi baska bir
calismada ise EE’ye maruz birakilan Oryzias latipes’in disi ve erkek bireylerinde
hepatosit apoptozunun uyarildigi, bununla birlikte EE’nin spesifik olarak erkek
bireylerin gonadlarinda apoptotik 6liime neden oldugu goézlenmistir (Weber ve ark.,
2004).

Ostrojenin karaciger hiicreleri igin baslica bir mitojen oldugu, karsinojenik
farklilagmaya ugrayan hiicrelerin apoptoza hassaslastigt ve apoptozun asirt hiicre
artisinin  baskilanmasi i¢in homeostatik bir mekanizma oldugu ifade edilmistir
(Columbano ve Shinozuka, 1996). EE’ye maruz birakilan ovaryumektomik si¢anlarda,
karacigerde tlimor olusumunun arttig1, dstrojen reseptdr seviyelerinin yiikseldigi ve yeni
hepatosit populasyonlarinda artisin meydana geldigi, (Vickers ve Lucier, 1991),
dietilstilbestrol (DES), 178-6sradiol ve bisfenol A’ya maruz birakilan V79 hiicrelerinde
mitotik indeks artisi, kromozomlarda degisim ve andploidi ile birlikte uyarilan
multipolar boéliinmenin meydana geldigi bildirilmistir (Ochi, 1999). Apoptoz,
embriyonik morfogenez, metamorfoz ve hormon uyarimli dokularin sekillenmesi gibi
temel biyolojik olaylarda rol oynayan hiicre 6liim yoludur (Schwartzman ve Cidlowski,
1993) bununla birlikte DNA hasarina ve mitoza karsi homeostatik bir mekanizmadir

(Norbury ve Zhivotovsky, 2004) ve zenobiyotikler i¢in karacigerde faydali bir
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biyomarkirdir (Piecchota ve ark., 1999). Bu calismada karaciger dokusundaki EE ve
NP’nin apoptozu uyarict etkisi, yukarida sozii edilen Ostrojen ve zenoOstrojenlerin
karacigerde olusturduklari kromozom degisimleri, mitotik artis, DNA hasar1 gibi
olumsuz etkilerin sonucunda hiicrelerin apoptoza hassaslagmasindan veya apoptozun
mitoza zit etkisinden kaynaklanmis olabilir.

Bu ¢alismada giiclii bir sentetik dstrojen olan EE’ye maruz birakilan hem disi
hem de erkek bireylerde, hepatositlerde apoptotik hiicre 6liimiiniin konsantasyon artigi
ile birlikte arttig1, bu artisin 100 ng/l konsantrasyonda anlamli oldugu belirlendi. Benzer
olarak Weber ark., (2004) da, EE’ye yumurta agilimindan cinsel olgunluga ulagincaya
dek alt1 ay siireyle maruz biraktiklar1 Oryzias latipes’te, erkek ve disi bireylerde
TUNEL pozitif hepatositlerin 6nemli sekilde arttigmi ve EE’nin her iki cinsiyette
hepatotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. EE’ye bagli hepatik toksisite
Cyprinodon variegatus’ta da gozlenmistir (Zillioux ve ark., 2001). Bu bulgularla
uyumlu olarak inci kefalinde de EE’ye bagli olarak artan hepatosit 6liimii, EE’nin bu
balikda da hepatotoksik etkiye sahip oldugunu gosterir.

Inci kefalinde EE’ye maruz birakilan gruplardaki bulgulara paralel olarak NP’ye
maruz birakilan disi ve erkek bireylerde hepatosit hiicre Oliimiiniin konsantrasyona
artisgina paralel olarak arttigit ve bu artisin NP’nin en yiliksek konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Weber ve ark., (2002), NP’nin 100 ppb
konsantrasyonuna maruz biraktiklari olgun erkek Oryzias latipes’te, karacigerde
apoptozun artiginda bir egilim olsa da istatistiksel olarak anlamli bir farklili§in meydana
gelmedigini bildirmislerdir. Bu arastiricilarin bulgularindan farkli olarak erkek inci
kefali karacigerinde NP’nin 200 ug/l konsantrasyonunda goriilen apoptotik etki,
uygulanan kimyasalin konsantrasyonundan ve tiirler aras1 farkliliktan kaynaklanabilir.
Ayn1 zamanda bu calismada da NP’nin 60 ug/I’lik konsantrasyonunda erkek ve disi
bireylerde hepatosit apoptozundaki artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlendi.
NP’nin disi baliklarda karaciger hiicre apoptozu lizerine etkisi hakkinda herhangi bir
calismaya rastlanamamustir. 1k kez bu ¢alismada, NP’nin disi bireylerde de karaciger
hapatosit apoptozunu anlamli olarak artirdig1 agik bir sekilde belirlendi (P<0.001).

NP’nin Onchorhyncus mykiss’in karacigerinde biriktigi ayn1 zamanda hiicre

sinirlarinin  kaybolmasina, hiicre nukleuslarinda biiylimeye ve hepatosit sayisinda
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azalmaya neden oldugu (Uguz ve ark., 2003), EE ve NP’ye maruz birakilan
Gobiocypris rarus’ta erkek bireylerde karaciger hiicrelerinde hipertrofi ve hiicresel
yapilarda hasarin meydana geldigi (Zha ve ark., 2007), NP’ye ve OP’ye maruz birakilan
Dawley sicanlarinda ise apoptotik indekste ve biniiklear hepatosit yilizdesinde artigin
meydana geldigi (Hernandez-Rodriguez ve ark., 2007) bildirilmistir. Bu ¢alismada da
NP’nin disi ve erkek bireylerde karacigerde hiicre 6limii artirmasi, diger baliklarda ve
memelilerde oldugu gibi NP’nin inci kefali karacigerinde de toksik etkiye sahip
oldugunu gostermektedir.

Inci kefalinde, EE ve NP’ye maruz kalma sonucunda, karacigerde artan TUNEL
pozitif hepatositler, merkezi ven ve biiyiilk damarlar etrafinda yogun oldugu gézlendi.
Bu da dolasim yolu ile karacigere gelen bu toksik maddelerin bu bolgelerde etkili
oldugunu gostermektedir.

EE’ye maruz birakilan disi inci kefalinde, ovaryum folikiilii basina diisen
apoptotik somatik hiicre sayisinda konsantrasyon artisi ile birlikte bir artisin oldugu ve
bu artisin EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi. Bu konsantrasyonda, ovaryum folikiil hiicrelerindeki apoptotik 6liimle
uyumlu olarak, atretik oosit yiizdesinde de onemli bir artis gozlendi. Weber ve ark.,
(2004), yumurta agilimindan olgunluk dénemine kadar 10 ng/l EE’ye maruz birakilan
Oryzias latipes’te, EE’nin disi bireylerde ovaryum hiicre 6liimiine ve folikiil atrezisine
etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte 10 ve 25 ng/l EE’ye 3, 12 ve 24
giin siire ile maruz birakilan disi zebra baliginda (Danio rerio) zamana ve
konsantrasyona bagimli olarak GSI’nin diistiigli ve atretik oosit sayisinin yiikseldigi
bildirilmistir (Van Den Belt ve ark., 2002). Bu da EE’nin ovaryumdaki etkisinin
uygulama konsantrasyonuna, siiresine ve baligin tiirine gore degisebilecegini
gostermektedir.

EE’ye maruz birakilan Cyprinodoton variegatus’ta ovaryumda atretik oosit
sayisinin arttigi (Zillioux ve ark., 2001), Oryzias latipes’te GSI degerinin diistigii ve
birakilan yumurta sayisinin azaldig1 (Scholz ve Gutzeit, 2000), Pimepahles promelas’ta
atretik oositlerin belirlendigi (Kidd ve ark., 2007), Gobiocypris rarus’ta ise GSI’nin
distiigii ve ovaryumlarin dejenere oldugu (Zha ve ark., 2007), bildirilmistir. Bu

calismalarla uyumlu olarak EE’ye maruz birakilan inci kefalinde ovaryum folikiil
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hiicrelerinde ve stromal dokuda artan apoptoz ve % atretik oosit sayisindaki yiikselme,
bu kimyasalin ovaryum dokusu i¢in toksik etkiye sahip oldugu gdsterir.

Bu calismada, NP nin 200 ng/l konsantrasyonda folikiil hiicresi apoptozunda
onemli bir artisa neden oldugu belirlenirken, % atretik oosit sayisin1 konsantrasyon
artisina paralel olarak artirdig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
belirlendi. Literatiirde NP’nin disi bireylerde ovaryum folikiil hiicre apoptozu iizerine
etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmadi. NP’nin Puntius conchonius’ta
yumurta gelisiminde gecikmeye ve ovaryum folikiillerinde atreziye neden oldugu (Xiao
ve ark., 2007) ve hermafrodit Rivulus marmoratus’ta oogenezisi anlamli bir sekilde
inhibe ettigi belirlenmistir (Tanaka ve Grizzle, 2002). NP’nin diger balik tiirlerinde
gozlenen bu olumsuz etkilerine paralel olarak, inci kefalinde de NP’ye maruz kalma
sonucunda artan folikiil hiicre 6limii ve atretik oosit sayisindaki artma egilimi NP’nin
inci kefali ovaryum dokusu i¢in olumsuz etkilere sahip oldugunu gosterir.

Ovaryum folikiil hiicre apoptozu, beyazlatilmis kagit hamuru fabrikasi atik
suyuna maruz birakilan Catostomus commersani’de (Janz ve ark., 1997) ve metilcivaya
maruz birakilan Pimephales promelas’ta da (Drevnick ve ark., 2006) belirlenmistir. Bu
caligmalarla uyumlu olarak, EE ve NP’ye maruz birakilan inci kefalinde de folikiil
hiicre apoptozunun arttig1 belirlendi.

EE ve NP’ye maruz birakilan gruplarda oositler arasindaki stromal dokunun
arttigi ve folikiil hiicrelerinin yani sira stromal dokudaki hiicrelerde de apoptotik
Olimiin meydana geldigi gozlendi. Bu gozlem ovaryumda hiicre Sliimiiniin sadece
folikiil hiicrelerinde degil diger hiicre tiplerinde de meydana geldigini ve diger
hiicrelerin de bu kimyasallara hassas oldugunu gosterir.

EE’nin inci kefali testisinde, intersititiyel bag dokusu kalinlasmasina (fibrozis)
ve ovotestise sekillenmesine neden oldugu belirlendi. Bu bulgularla uyumlu olarak,
EE’ye maruz birakilan Cyprinodon variegatus’ta fibrozis gozlenen birey sayisinda ve
fibrozisin siddetinde artma ve spermatogonya sayisinda ise azalmanin meydana geldigi
(Zilloux ve ark., 2001), Danio rerio’da testis somatik indeksinin diistigli ve
spermatogenezisin inhibe oldugu (Van Den Belt ve ark., 2002), Pimephales
promelas’da ise spermatogenczde gecikme, fibrozis, tiibiill malformasyonlar1 ve

interseksin gozlendigi (Kidd ve ark., 2007) bildirilmistir. EE’nin inci kefalinde neden
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oldugu histopatolojik olumsuzluklarin yani sira, testiste seminifer tiibiil basina diisen
apoptotik germ hiicre sayisinin doz artigina paralel olarak arttig1 ve bu artisin EE’nin en
yiiksek konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirledi. Benzer sekilde,
Weber ve ark., (2004), Oryzias latipes’te de EE’nin Leydig, Sertoli, spermatosit ve
spermatid hiicrelerinde apoptozu Onemli bir sekilde artirdigini ve erkek bireylerde
gonadal toksisiteye neden oldugunu bildirmislerdir. Bunlarla uyumlu olarak, EE’nin
inci kefali testisinde de histopatolojik degisimlere ve lireme hiicrelerinde apoptoza yol
acarak toksik etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

NP’nin inci kefalinde spermatogonyal hiicre apoptozunu belirgin bir sekilde
uyararak germ hiicre kaybina neden oldugu belirlendi. NP’ye maruz birakilan
Onchorhyncus mykiss’te testis gelisiminin inhibe oldugu (Jobling ve ark., 1996),
Zoarces viviparus’ta seminifer lobiillerin dejenere oldugu, spermatozoa sayisinin
azaldig1 ve sertoli hiicrelerinde degisimin gozlendigi (Christiansen ve ark., 1998),
Puntitus conchonius’ta ise testiste germinal hiicre kaybinin meydana geldigi (Xiao ve
ark., 2007) bildirilmistir.

NP’ye maruz birakilan Oryzias latipes’te baslica spermatogonya ve spermatosit
hiicrelerinde piknozisin meydana geldigi goézlenmistir. (Weber ve ark., 2003). NP’ nin
inci kefalinde, testisde apoptozu uyarici etkisine dayanilarak, iireme hiicrelerinin NP’ye
duyarli oldugu sdylenebilir. Weber ve ark., (2002), NP’ye maruz birakilan Oryzias
latipes’te Sertoli, Leydig homolog ve spermatidlerde goézlenen apoptozun alti kat
arttigin1 ve lobiiller aras1 bolgelerde fibrozisin gozlendigini, Han ve ark., (2004) ise
NP’nin erkek ratlarda testiste apoptotik hiicre sayisint doza bagimli olarak artirdigini ve
patolojik degisimlere yol actigini bildirmislerdir. Uyumlu olarak bu g¢alismada da,
NP’ye maruz birakilan erkek bireylerin testis dokusunda seminifer tiibiil bagina diisen
apoptotik germ hiicre sayisinda belirgin bir artigin oldugu bununla birlikte, NP nin 60
ve 200 ug/l konsantrasyonlarina ait birer bireyde seminifer tiibiillerin intersititiyel
dokusunda kalinlasma (fibrozis) meydana geldigi gozlendi. Bu bulgular NP’nin inci
kefali testis dokusunda toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Calismada, EE ve NP’ye maruz birakilan disi bireylerin ovaryumlarinda stromal

dokuda, erkek bireylerin testisinde ise intersititiyel dokuda bag doku kalinlasmalarinin
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(fibrozis) varligi belirlendi. Bu gozlem, gonadlarda apoptotik 6liimden baska nekrotik
6limiin de meydana gelmis olabilecegini diislindiirmektedir.

Bu c¢alismada kontrol grubuna ait bireylerin testis ve ovaryum dokularinda da
apoptoz tespit edilmistir. Apoptoz, baliklarda ovaryum gelisimi (Wood ve Van Der
Kraak, 2001), gonad farklilagsmas1 (Uchida ve ark., 2002), ve spermatogeneziste (Prisco
ve ark., 2003; Corriero ve ark., 2007) rol oynayan dnemli bir mekanizmadir. Bu nedenle
bu beklenebilecek bir gézlemdir.

EE, Ostrojen reseptoriine yiliksek afiniteye sahip ve medyan efektif
konsantrasyonu 17 Ostradiole kiyasla, yaklasik olarak 11-27 kat daha fazla olan
sentetik bir Ostrojendir (Thorpe ve ark., 2003). Baliklarda EE ile yapilan in vivo
caligmalarda erkek bireylerde EE’nin disiye spesifik vitellogenin protein iiretimini
uyardig1 (Verslycke ve ark., 2002; Versonnen ve Janssen, 2004) ve testis dokusunda
oosit olusumuna neden oldugu (Zillioux ve ark., 2002; Kidd ve ark., 2007; Zha ve ark.,
2007) bildirilmistir. Diger balik tiirlerinde EE’nin olusturdugu 6strojenik etkilere paralel
olarak, inci kefalinde de EE’ye 100 ng/l konsantrasyonda maruz birakilan erkek
bireylerden birinde ovotestis olusumu gozlenmistir.

Ovotestis olusumu, NP ye 60 ug/l konsantrasyonda maruz birakilan gruptaki bir
erkek bireyde de gozlendi. NP nin, hepatosit kiiltiiriinde vitellogenin sentezini uyardigi
ve dstrojen reseptoriine, 17p-ostradiol’e kiyasla, 10 ile10 arasinda daha zayif aktivite
ile baglandigi (Jobling ve Sumpter, 1993) ve olgun erkek bireylerde in vivo’da
vitellogenin iiretiminin yiikselttigi ve ovotestis olusumuna neden oldugu (Zha ve ark.,
2007) bildirilmistir. Bu ¢alismada da NP’ye maruz birakilan inci kefalinde bir bireyde
ovotestis formasyonunun belirlenmesi NP’nin inci kefalinde de Ostrojenik bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Gray ve Metcalfe (1997), yumurta agilimindan ii¢ ay
sonrasina kadar NP’ye 50 ve 100 ug/l konsantrasyonda maruz birakilan Oryzias
latipes’te erkek bireylerin, sirasiyla %50 ve %86 oraninda ovotestise sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte, bu calismada NP’ye maruz birakilan gruplarda
ovotestise sahip birey sayisinda doza bagl bir artis gézlenmedi. Ovotestis olusumunun
sadece 60 pg/I’lik NP konsantrasyonunda bir bireyde gozlenmesi, 0Ostrojenik

kimyasallara bireysel bir duyarliliktan kaynaklanabilir. Bu bulgular EE ve NP’nin inci



79

kefalinde erkek bireylerin testisinde histopatolojik degisim ve hiicresel toksisitenin yani
sira, Ostrojenik etkilere de yol actig1 seklinde yorumlanabilir.

EE’nin Avrupa’daki ylizey sularinda ve atik sulardaki konsantrasyonunun 0.5
ng/I’den 62 ng/I’ye kadar degisebildigi (Aherne ve Briggs, 1989, Desbrow ve ark.,
1998; Larsson ve ark., 1999; Belfroid ve ark., 1999; Ternes ve ark., 1999; Kuch ve
Ballschmiter, 2000) bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ise EE’nin atiksu
aritma suyundaki konsantrasyonunun 1000 ng/] civarinda oldugu belirlenmistir (Tabak,
1981). NP’nin ise Ingiltere’de atik sudaki konsantrasyonunun 330 ug/l oldugu ve bu
atik suyun desarj oldugu nehirde, NP konsantrasyonunun 180 ug/I’ye kadar 6lctldiigi
(Blackburn ve Waldock, 1995), Amerika Birlesik Devletleri’nde ise NP’nin atik suda
6300 ug/I’ye kadar tespit edildigi (Hale ve ark., 2000) bildirilmistir. Bu calismada NP
ve EE icin seg¢ilen konsantrasyonlar da, her iki kimyasalin akuatik ¢evredeki
konsantrasyonlarina uygun olarak belirlenmistir.

Endokrin bozucularin Van golii ve gole karismas1 muhtemel olan atik sulardaki
tespiti ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanamadi. Bununla birlikte, Van goliinde yasayan disi
ve erkek balik populasyonunda gonad anomalileri belirleyen Unal ve ark., (2007), bu
durumun  c¢evresel  kirleticilerden  veya  bilinmeyen  diger  faktorlerden
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular da,
inci kefalinin endokrin bozucu kimyasallara duyarli bir tiir oldugunu goéstermekte ve
gblde yasayan bu endemik balik tiirlinlin, endokrin bozucu kimyasallarin olumsuz
etkilerinden korunmasi icin tedbire yonelik calismalarin yapilmasi gerektigini isaret

etmektedir.

5.2. CYP1A

Literatiirde baliklarda EE ve NP gibi endokrin bozucu kimyasallara maruz
birakilma sonucunda, karacigerde CYPIA enziminin immunohistokimyasal
lokalizasyonu ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu ¢aligma, bir ilk olma 6zelligine

sahiptir.
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Kontrol gruplarina ait kesitlerde CYP1A immunreaktivitesi sadece nukleus
membranina ve plazma memranina bitisik alanda gozlendi bununla birlikte sitoplazmik
alanda boyanma goriilmedi benzer boyanma hepatik patolojiye sahip olmayan
Pseudopleuronectes americanus’ta da gozlenmistir (Smolovitz ve ark., 1989), bununla
birlikte Lester ve ark., (1993), gokkusagi alabalig1 hepatositlerinde yaptiklar1 elektron
mikroskop incelemesinde, CYP1A enziminin periniiklear alanda graniillii endoplazmik
retikulumda belirlendigini bildirmislerdir.

Calismamizda NP uygulanan gruplarda  kontrol gruplarinda oldugu gibi
hepatosit sitoplazmasinda CYPIA immunreaksiyonu gozlenmedi ve kontrol gruplarina
kiyasla belirgin bir fark olmadigi belirlendi. NP’nin siganda EROD aktivitesini
diisiirdigi ve CYPIA ifadesini azalttigi (Lee ve ark., 1996), Salmo salar’da CYP1A
ifadesini baskiladigi (Arukwe ve ark., 1997), Gadus morhua’da, CYP1A seviyesinde
azalmaya ve EROD aktivitesinde diisiise neden oldugu (Sturwe ve ark., 2006)
bildirilmistir. Bu g¢alismada kontrol gruplarinda oldugu gibi NP’ye maruz birakilan
gruplarda da, hepatositlerde CYPlA enzimine ait sitoplazmik immunreaktivite
gbzlenmemesi, NP nin inci kefalinde de CYP1A enzimini baskilayict etkisi hakkinda
bilgi vermese de, en azindan CYP1A protein ifadesini uyarmadig1 sdylenebilir.

17B-0stradioliin alabalik karaciger hiicre kiiltiiriinde bazal EROD aktivititesini
inhibe ettigi, (Navas ve Segner, 2000), CYP1A mRNA seviyesini diisiirdiigii, (Navas ve
Segner, 2001) ve CYP1A ifadesini baskiladigi (Elskus, 2004) belirlenmistir. EE enjekte
edilen Cyprinus carpio’da EROD aktivitesinin ve CYPIA protein ifadesinin
belirlenmedigi (Solé ve ark., 2000) ve EE’ye 7 giin siire ile maruz birakilan Salmo
salar’da CYPIA ifadesinin zamana ve doza bagimli olarak azaldigi bildirilmistir
(Mortensen ve Arukwe, 2007). Bu sonuclardan farkli olarak bu ¢alismada EE’ye maruz
birakilan baliklarda hepatositlerin sitoplazmasinda CYP1A immunboyanmasinin doz
artig1 ile birlikte arttig1, ancak bu boyanmanin giiclii olmadig1 gézlendi. Benzer olarak,
Hasselberg ve ark., (2004), alkilfenol karisimina (C4-C7) ve 17f Ostradiole maruz

burakilan Gadus morhua’nin erkek bireylerinde hepatik CYP1A protein ifadesinin doza
bagimli olarak arttifin1 gézlemlemisler, ancak disi bireylerde, bu kimyasallarin CYP1A
protein ifadesinde etkili olmadigini bildirmislerdir. EE’nin, BaP’a maruz birakilan

Clarias garipeinus’ta solungaglarda EROD aktivitesini, BaP ile antagonistik olarak
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inhibe ettigi ve tek basina solungag EROD aktivitesini iki kat arttirdigi belirlenmis
bununla birlikte ayn1 etki karacigerde gézlenmemistir (Mdegela ve ark., 2006). Son ve
ark., (2002) ise 17f-0stradiol’in fare ovaryum kanser hiicre hattinda TCDD uyarimli
CYPIA protein ve mRNA ifadesini artirdigin1 bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda,
CYPIA enziminin uyariminin, uyaricinin dozuna, uyarim yoluna, tiirlere, yasa ve
cinsiyete (Snowberger ve ark., 1991; Smolowitz ve ark., 1992; Sleiederink ve ark.,
1994; Arukwe ve Gokseyr, 1997; Van Veld ve ark., 1997; Anulacion ve ark., 1998)
bagl olarak farklilik gosterebildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da EE’nin hepatosit
sitoplazmasinda doz artis1 ile birlikte CYP1A immun boyanmasina neden olmasinin
altinda bu faktorler de goz oniinde tutulabilir.

EE’nin 100 ng/l konsantrasyonuna ii¢ hafta siire ile maruz birakilan
Oncorhynchus mykiss’te hepatik gen ifadesinde degisimlerin meydana geldigi
bildirilmistir (Hook ve ark., 2007). Hepatik gen ifadesindeki degisimlerin EE’ye maruz
birakilan ovaryumektomize edilen sicanda da zamana ve doza bagimli olarak artig1 ve
karacigerin Ostrojene yiiksek seviyede yanit verici bir doku oldugu rapor edilmistir
(Boverhof ve ark., 2004). Bu ¢alismada EE’ye maruz birakilan baliklarda hepatosit
sitoplazmasinda CYPIA immunboyanmasinin gozlenmesinin, deney siiresinin oldukg¢a
uzun olmasina ve gen seviyesindeki degisimlere bagli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, P450 izozimlerinin 17B-6stradiol (Lee ve ark., 2003) ve EE’nin (Wang
ve ark.,, 2004) oksitatif metabolizasyonunu katalizleyebildikleri bildirilmistir.
Literatiirde EE’nin CYP1A mRNA ve protein ifadesi {lizerindeki etkisi ile ilgili uzun
siireli bir caligmaya rastlanmadi bu yiizden bulgumuz olduk¢a 6nemlidir. EE’nin
CYPIA immunreaktivitesi iizerine olan bu etkisinin altinda yatan nedenlerin

aydinlatilmasi i¢in daha detayli caligsmalara ihtiya¢ vardir.

5.3. Plazma steroid seviyeleri

EE ve NP erkek ve disi bireylerde plazma 17p-6stradiol seviyelerinde degisime
yol agmamakla birlikte 100 ng/l EE’ye maruz birakilan erkek ve disi bireylerde ve

NP’nin 200 ug/l konsantrasyonuna maruz birakilan disi bireylerde plazma T seviyesinin
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biitiin bireylerde minimum belirlenme limitinin (20 ng/dl) altinda oldugu goézlendi.
NP’nin higbir konsantrasyonunda erkek bireylerin plazma 17p-6stradiol seviyelerinde
onemli bir degisim gozlenmedi. NP uygulanan erkek bireylerde plazma total T
seviyesinin belirlenememe durumu goz Oniine alindiginda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak dnemli bir farkin olmadig1 belirlendi.

EE’ye maruz birakilan erkek Dbireylerde 17f-0stradiol seviyesinin
degismemesine karsilik, T seviyesi belirlenebilen birey sayisinin doz artisina paralel
olarak oOl¢iim araligindan (20-1000 ng/dl), minimum belirlenme limitinin altindaki
degerlere (<20 ng/dl) distigii belirlendi. Bununla birlikte EE’nin 100 ng/l
konsantrasyonunda, plazmasinda T belirlenen birey sayisinin, kontrol bireylerine
kiyasla, istatistiksel olarak azalma egiliminde oldugu (P= 0.06, ki kare) gdzlendi.
Benzer olarak, atik su aritma suyu ile kirlenen Misisipi nehrinde ve zirai atik suyu ile
kirlenen Minesota nehrinde yasayan erkek Cyprinus carpio’da da T seviyesinin diistigii
(Folmar ve ark., 1996) ve atik su aritma suyunun desarj edildigi Misisipi nehrinde
yasayan Stizostedion vitreum’un erkek bireylerinde serum T seviyesinin onemli bir
sekilde distigii, 17B-0stradiol seviyesinde ise herhangi bir degisimin meydana
gelmedigi (Folmar ve ark., 2001) bildirilmistir.

MacLatchy ve ark., (2003), 250 ng/l ve 1000 ng/l EE’ye in vitro’da maruz
birakilan Fundulus heteroclitus’a ait testis dokusu pargalarinda androjen
steroidogenezisinde degisimin meydana geldigini ve testiste testosteron {iretiminin
diistiiglinii bununla birlikte aynm1 dozlarda EE’ye maruz birakilan erkek bireylerde
plazma T seviyelerinde disiisiin gozlendigini bildirmislerdir. Labadie ve Budzinski,
(2006), EE’ye maruz birakilan juvenil Psetta maxima’nin erkek bireylerinde testis ve
plazmada androstenedion ve 11-ketotestosteronun belirlenemedigini, T seviyesinin ise
hem testiste hem de plazmada azaldigin1 bildirmislerdir. Literatiire uygun olarak, bu
calismada da EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda erkek bireylerin tamaminda plazma T
seviyesinin belirlenememesi EE’nin inci kefalinde de erkek bireylerde plazma T
seviyesini digiiriicii bir etkiye sahip oldugunu gosterir.

17B-6stradiol (Govoroun ve ark., 2001) ve EE’ye (Baron ve ark., 2005) maruz
birakilan Onchorhyncus mykiss’te, steroidogenezde rol oynayan 17-hydroksilaz/liyaz

(P450¢17), 3p-hydroksisteroid dehydrogenaz (3BHSD) ve 11fB-hydroksilaz (P45011[3)
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enzimlerinin testisteki mRNA ifadelerinde azalmanin meydana geldigi ve EE’ye maruz
birakilan juvenil Psetta maxima’nin erkek bireylerinde androjen firetimindeki
degisimden dolayi, testis ve plazmada androstenedionun belirlenemedigi (Labadie ve
Budzinski, 2006) bildirilmistir. Benzer olarak bu ¢alismada da EE’ye maruz birakilan
erkek baliklarda plazma T seviyesinin belirlenememesi, T’nin Onciisii  olan
androstenedionun sentezinde rol oynayan steroidogenik enzimlerin (3HSD, P450c17,
P45011) seviyelerindeki diisiisden kaynaklanabilir.

Plazma T seviyesi EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda, disi bireylerde de
belirlenemedi. Bununla birlikte ayn1 konsantarasyonda erkek ve disi bireylerde plazma
17B-6stradiol seviyesinin degismedigi gozlendi. T nin 17p-6stradiol’e doniisiimiinde rol
oynayan ve normal olarak ovaryumda ifade edilen aromataz enziminin, EE’ye maruz
birakilan juvenil Oryzias latipes’in XY erkek bireylerinde belirlendigi (Scholz ve
Gutzeit, 2001) ve EE’nin Oryzias latipes’in olgun erkek bireylerinde testis aromataz
(CYP19) aktivitesini yiikselttigi (Kashiwada ve ark., 2007) bildirilmistir. Bu ¢alismada
EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda erkek ve disi bireylerde plazma T seviyesinin
belirlenememesi, aromataz aktivitesinin artmasina ve buna bagli olarak T’nin kisa
stirede 17B-6stradiol’e  dontismesinden  de  kaynaklanmig  olabilecegini
distindiirmektedir.

Calismamizda NP’nin hi¢bir konsantrasyonunda erkek bireylerde plazma 17f3-
oOstradiol seviyesinde ve plazmasinda T belirlenebilen birey sayisinda kontrol gruplarina
kiyasla 6nemli bir degisim gozlenmedi. Benzer olarak, Villeneuve ve ark., (2002),
NP’ye maruz birakilan erkek Cyprinus carpio’da 178-6stradiol ve T seviyelerinde
onemli bir degisimin meydana gelmedigini bildirmislerdir. NP’nin  higbir
konsantrasyonunda disi bireylerde 17B-6stradiol seviyesinin degismedigi, bununla
birlikte NP’nin 200 g/l konsantrasyonunda disi bireylerin tamaminda plazma T
seviyesinin belirlenemedigi gozlendi. Bu grupta plazmasinda T seviyesi belirlenebilen
birey sayisinda, kontrol bireylerine kiyasla onemli bir azalmanin oldugu belirlendi
(P<0.05, ki kare). NP’nin, Scophthalmus maximus’ta plazma 17p-ostradiol ve T
seviyelerini erkek ve disilerde 6nemli oranda diisiirdiigii, Gadus morhua’da ise T ve

17B-6stradiol seviyelerinde 6nemli bir degisime yol agmadigi, (Martin-Skilton ve ark.,
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2006), juvenil Psetta maxima’nin erkek bireylerinde ise plazma T seviyesinin yedi kat
azalttigi, disilerde ise degistirmedigi ve her iki cinsiyette plazma 17p-0stradiol
seviyelerini etkilemedigi (Labadie ve Budzinski, 2006) belirlenmistir. Nonilfenol
etoksilatin maruz birakilan Pimephales promelas’ta plazma 17B-6stradiol ve T
konsantrasyonlarinin erkek ve disi bireylerde Onemli bir degisim gostermedigi
gbzlenmistir (Nichols ve ark., 2001). Bu calismalardan da anlasilacagi gibi NP’nin
plazma 17(B-6stradiol ve T seviyeleri {izerine etkisi, tiire ve cinsiyete gore
degisebilmektedir. Bu ¢aligmada NP’nin erkek bireylerde T 0l¢iilebilen birey sayisinda

ve 17B-06stradiol seviyelerinde onemli bir degisime neden olmadigi gozlendi. NP, disi
bireylerde 17P-6stradiol seviyesinde degisime yol agmazken, konsantrasyon artigina

paralel olarak T belirlenen birey sayisinda énemli bir azalmaya neden oldugu bulundu.
Buna gore disi bireylerin, NP’ye, erkek bireylerden daha duyarli oldugu sdylenebilir.
Calismada, kontrol bireyleri de dahil olmak iizere bazi bireylerde plazma T
seviyesinin belirlenme limitinin (20 ng/dl) altinda oldugu goézlendi. Bununla birlikte
kontrol gruplarinda (kontrol+solvent kontrol) plazma T seviyesi, erkek bireylerin
%75’inde belirlenirken, disi bireylerin %29,4’tinde belirlendi. Erkek bireylerde dl¢ctim
ylzdesinin disi bireylerden yiiksek olmasi, erkek bireylerde T’nin plazmadaki
konsantrasyonunun daha yiiksek seviyelerde oldugunu gosterir. Buna goére bazi
bireylerde plazma T seviyesinin belirlenememesi, bu durumun 6l¢iim hassasiyetinden
kaynaklandigini disiindiirmektedir. Plazmasinda T seviyesi belirlenebilen birey
sayisinin EE ve NP’nin konsantrasyonuna bagli olarak olarak azaldigi bununla birlikte
T’nin EE’nin 100 ng/l konsantrasyonunda biitiin bireylerde ve NP’nin 200 ug/l
konsantrasyonunda disi bireylerin tamaminda, minimum belirlenme limitinin altinda
olmas1 istatistiksel degerlendirmeyi giiclestirse de Ostrojenik kimyasallarin inci
kefalinde T seviyesini azaltici etkiye sahip oldugu konusunda fikir vermektedir ancak
net bir sonug¢ icin GC/MS ve HPLC/MS gibi daha hassas 6l¢lim yontemlerine dayali

calismaya gereksinim vardir.
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5.4. Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada, EE ve NP’nin ii¢ farkli konsantrasyonuna (0.1, 1 ve 10 uM) 24
saat boyunca in vitro’da maruz birakilan inci kefali karaciger hiicrelerinde apoptotik
hiicre oliimiinde artis oldugu gozlendi ancak bu artigin istatistiksel olarak anlaml
olmadigir belirlendi. Serumsuz medyumda NP’ye 0, 0.01, 0.1, 1 ve 100 ng/ml
konsantrasyonlarda maruz birakilan PC12 hiicrelerinde meydana gelen apoptozda artis
oldugu ancak bu artisin 1 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda anlamli oldugu belirtilmistir

(Aoki ve ark.,, 2004). Baska bir calismada ise NP’nin 0.1, 1 ve 10 uM

konsatrasyonlarina 2, 4 ve 6 saat boyunca maruz birakilan timositlerde, apoptozun 4. ve
6. saatlerde anlamli derecede arttig1 bildirilmistir (Yao ve ark., 2006). Literatiirde EE ve
NP’nin karaciger hiicre kiiltiiriinde apoptoz iizerine olan etkisi ile ilgili olarak baliklarda
ve memelilerde yapilmis caligmalara rastlanamadi. Yukarida belirtilen caligmalara gore,
NP’ye maruz kalan hiicrelerde meydana gelen apoptozun, hiicre tipine, doza ve zamana
bagimli olarak farklilik gdsterebildigi goriilmektedir. Bu ¢calismada EE ve NP’nin 0.1, 1
ve 10 uM’lik konsantrasyonlarinin 24 saatlik siire icerisinde apoptozu uyarmadigi ve

anlamli bir toksik etki olusturmadiklar1 soylenebilir.

5.5. Sonug

Sonug olarak, EE ve NP’nin inci kefalinin karaciger ve gonadlarinda apoptozu
uyardig1r ve gonadlarda histopatolojik degisimlere yol agarak bu organlar i¢in toksik
etkiye sahip oldugu, EE’nin erkek ve disi bireylerde, NP’nin ise disi bireylerde
testosteron seviyelerini etkileyebilecegi gozlendi. EE’ye uzun siireli (32 giin) maruz
kalimdan sonra CYP1A protein ifadesinin siddetli olmasa da uyarilabildigi, NP’ nin ise
bu protein ifadesine etkisinin olmadigi, immunohistokimyasal olarak, belirlendi. Bu
sonuclar, EE ve NP’nin nominal konsantrasyonlarinin dahi inci kefali i¢in toksik etki ile
endokrin bozulum olusturma giiciine sahip olduklarini gosterir ve inci kefalinin EE ve

NP’ye duyarli bir tiir oldugu sdylenebilir.
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