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KISALTMALAR

AP (AK) : Animal kutup

Ce : Kortikal graniil

EIFAC : European Inland Fishery Advisory Commission
FETAX : Frog Embryo Teratogenesis Assay: Xenopus
GAG : Gulikozominoglikan

LCs, : %50 letaliteye neden olan konsantrasyon

PV : Perivitellin aralik

VP (VK) : Vejetatif kutup
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Bu caligmada Zebrabaligi’nin blastula safhasindaki embryolan statik yenileme islemi
kullamilarak ¢inko klorir ve kadmiyum kloriiriin degisik konsantrasyonlariyla 15 giin siireyle
temas ettirilmigtir. Her iki maddenin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda gastrulasyonu inhibe ettigi,
digiik konsantrasyonlarda ise; 6dem, vertebra defekti ve hemoraji gibi anomaliler olusturdugu
gozlenmigtir. LC,, dederi (probit analizi kullanilarak) ¢inko kloriir i¢in 1.36 mg/L, kadmiyum
kloriir icin 0.36 mg/L olarak hesaplanmigtir. Cinko kloriiriin kadmiyum kloriirden yaklagik iki
lic kat daha yiiksek konsantrasyonlarda benzer etkiler gostermesi, g¢inko kloriiriin kadmiyum
kloriire gore daha az toksik oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak koryondan gikig y6niinden
tamamen farkli bir durum oldugu (¢inko kloriiriin koryondan ¢ikig zamam tizerine kadmiyum
kloriire gore daha etkili oldugu) gbézlenmistir.

Genel olarak kadmiyumun tiim canlilarda muhtemel toksik ve karsinojenik etkilerinin
¢inko tarafindan azaltildif1 bilinmektedir. Ancak ¢aligmamizda kadmiyum kloriiriin 0.5 mg/L
konsantrasyonunda goriilen toksik etkilerinin, degisik konsantrasyonlarda c¢inko kloriiriin

kadmiyum kloriirle beraber kullanilmasina ragmen degismedigi saptanmstir.

Anahtar Kelimeler: Brachydanio rerio, Embryo-larva, Toksisite, Cinko, Kadmiyum.

Vi



ABSTRACT

The Effects of Environmental Pollutants Such as Cadmium Chloride and

Zinc Chloride, on the Embryological Development of the Zebrafish

In this study, Zebrafish embryos in the blastula stage were exposed to various
concentrations of zinc chloride and cadmium chloride for 15 days, by applying static renewal
procedure. It was observed that both of the chemicals inhibited gastrulation in very high
concentrations, and led to edema, vertebra defects and hemorrhage in low concentrations. The
LC,, values were determined to be (by using the probit analysis) 1.36 mg/L for zinc chloride,
and 0.36 mg/L for cadmium chloride. Zinc chloride in nearly two or three fold higher
concentrations than those of cadmium chloride caused similar effects, and this finding led to the
conclusion that zinc chloride is less toxic when compared with cadmium chloride. However, zinc
chloride was found to be more effective on the hatching time.

In general, zinc is known to decrease the probable toxic and carcinogenic effects of
cadmium in all species. However, when various concentrations of zinc chloride were applied
together with 0.5 mg/L of cadmium chloride, the toxic effects of cadmium chloride in this

concentration were observed not to change in the present study.

Keywords: Brachydanio rerio, Embryo-larval, Toxisity, Zinc, Cadmium.
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GIRIS VE AMAC

Son yillarda giinden giine artan insan niifusu ve geligmekte olan ilkelerle gelismis
iilkelerde endiistrinin hizh gelisimi nedeniyle, daha cok ve daha iyi yiyecek maddeleri
cldesindeki talepler gibi ¢evre kirliligi nedenleri sadece acil devlet sorunu olmayip aym zamanda
tiim diinyada teknik ve bilimsel topluluklarda acil arastirma konulari haline gelmistir (39).

Insanlarin tiiketecegi iiriinlerin ve yiyecek mamiillerinde kullanilan pestisitlerin giivenlik
kontrollerinde, bir veya daha fazla uygun memeli tiirleri tizerinde teratojenisite igin testlerin
yapilmasi genel bir kural haline gelmigstir. Ancak ekonomik sikintilar ve difer nedenlerden
dolayi, genel gevre Kkirleticilerinin 6nemli bir kismi icin memeli teratojenisite testlerinin
uygulanmasi zorunlulugu getirilememektedir. Bu tiir testler uygulanabilse bile sonuglarin gercek
gevre kosullarina uyarlanmasi, transport sirasindaki cevre degigiklikleri ve toksik maddelerin
birbirleriyle iligkisi teratojenisite potansiyelini degistirmektedir. Bu nedenle genel cevre
kirleticilerinin teratojenik potansiyelinin daha basit modellerde galisilmas1 gerekmektedir (5).

Bu amag i¢in Hidra, Daphnia, Planarya (36), Xenopus (11) ve kurbaga embryolariyla
(13) degisik modeller kullanilmistir. Bazi teleost embryolari da bu amag icin kullamlmistir
(6,30).

Calismamizin amaci, kadmiyum kloriir ve ¢inko kloriiriin teleostlardan Zebrabali#1’'nmin
embryolojik gelisimi tizerine olan etkilerini arastirmak olup, bu galigma gevre kirleticilerinin

teratojenik potansiyelini aragtirmak igin bir model olarak kullanilabilir.



GENEL BILGILER

1. Cevre Kirlilifi ve Cevre Kirlilizinin Kontrolii I¢in Teratojenisite Testleri

1.1 Cevre Kirliliginin Sonuglar:

Son yillarda glinden giine artan insan nifusu ve geligmekte olan iilkelerde endiistrinin
hizh gelisimi nedeniyle, daha ¢ok ve daha iyi yiyecek maddeleri eldesindeki talepler gibi gevre
kirliligi nedenleri sadece acil devlet sorunu olmayip ayni zamanda tiim diinyada 6zellikle fakir
ve gelismekte olan iilkelerde teknik ve bilimsel topluluklarda acil aragtirma konulari haline
gelmistir (39).

Yapilan arasgtirmalara gore gelismekte olan iilkeler ¢cok daha fazla tehlikeyle yiizyiizedir.
Gelismekte olan iilkelerde her y1l 10.000.000 ¢ocuk igme suyunun kontaminasyonundan dolayi
oliirken, gok daha fazla insan yetersiz beslenme ve aghiktan 8lmektedir (39). Amerika’daki yillhik
raporlara gére dogum defektleri tiim canli dogumlarin % 7’sini bulmaktadir. Ayrica defektli fotal
gelisimden dolay: 1,5 milyon bebek 6limi, 6li dogum ve spontan diigiik bildirilmektedir (5).

Biyolojik cesitlilikteki biyiik kayiplardan ve dogal ekosistemin ciddi sekilde tahrip
edilmesinden dolay: her yil 20.000 kadar canli organizma tiiriiniin nesli tiikenmektedir (39).

Acikga, insan niifusundaki artisi kontrol, gevre kirlenmesini azaltmak, insan ve diger
tirler igcin daha iyi yiyecek maddeleri saglamak, insanca bir yaklasim igin acil hedefler

olmalidir. Bircok iilkede bilimadamlar: tiim dikkatlerini bu konulara yoneltmis durumdalar (39).

1.2 Su Kirliligi

Su insan dahil tiim canlilar igin esensiyaldir. Insan igin giinliik kullammda i¢me, yemek
pisirme, camasir bulagik yikamak igin kullanilmaktadir (49).

Ne yazik ki giinimiizde su kaynaklan endiistrinin hizh gelisimi ve bunlann kirli
atiklarinin etkili bir kontrol olmaksizin atilmasindan dolayi, bir ¢ok bolgede az veya ¢ok
kontamine olmaktadir (39).

Kirlenmis suyla bulasan enfeksiyonlar saglif1 ve yasam yiiksek oranda tehdit etmektedir.
Diinya niifusunun hemen hemen yarisi, 6zellikle gelismekte olan tilkelerdeki fakir insanlar kirli

sularla bulasan hastaliklara yakalanmaktadir. Her y1l 2 milyar kadar insan su ve gida nedeniyle



diyarcye yakalanmakta ve her yil 4 milyon ¢ocufun éliimiiniin ana nedeni diyare olmaktadir.
Suyla bulasan parazit hastaliklar1 da gok fazla goriilmektedir. Her yil yaklagik 267 milyon insan
malaryaya, 30-60 milyon insan hummaya, 90 milyon insan fil hastahgina yakalanmaktadir (49).

Teknolojinin gelismesi sonucu, endiistri ve sanayi atiklari ile kentsel atiklarm bulundugu
kanalizasyon sularmin bosaltildif1 nchir ve goller kirlenmekte, akuvatik ortamda yagayan canh
organizmalar da tehdit altina girmektedir (37).

Ozellikle atik sulardaki eser clementler, bu sularin sulamada kullamlmasi ve desarj
edildigi ortamda yasayan canlilar agisindan, dolayisiyla besin zincirine girisi nedeniyle halk
sagligt yOniinden Onem tagimaktadir. Daha Onemlisi toksik organik auklarin, metallerle
birleserek veya bagka bilesiklere donliserek daha toksik hale gegmeleri biiyiik sorunlar
yaratmaktadir. Akuvatik ortamda yasayan canli organizmalar, besin zinciri icerisinde
blinyelerinde biriken agir metalleri birbirlerine tagiyabilirler. Ortamda higbir sekilde yok
olmayan agir metaller, gesitli yollarla insanlara da ulagabilmekte ve insan saghgim tehdit edip,
bazen tehlikeli boyutlara ulagabilmektedir. Canlilarda eksikligi cesitli semptomatik bozukluklara
yolacan, fakat belirli simrlarin iizerinde oldugunda da toksik etki yapip organizmayi bozan bu
agir metallerden mineral olarak bilinen ve organizmada birgok biyokimyasal reaksiyonlar i¢in
fonksiyonel rol oynayan Ca, Mg, Na, K, Mn, Cu, Zn, Fe, Mo, Co ve Se ile endiistri atiklari
sonucu ortama giren ve canl organizmada kuvvetli toksik etkiye sahip Cd, Ni, Hg ve Pb gibi
agir metaller, su ortaminda belirli limitlerin digina ¢iktiginda toksik etki yapip organizmanin
canhiligina son veren metallerdir (37).

Agir metallerle veya diger kimyasallarla kirlenmis suya maruz kalma nedeniyle meydana
gelen Oldiinici ve zararli etkilerini, suyla bulasan paraziter ve bakteriyolojik hastaliklarin

enfeksiyon kaynagimi kontrol etmek igin acil tedbirler alinmas1 gerekmektedir (39).

1.3 Su Kirliliginin Kontroliinde Teratojenisite Testleri

Su kirliliginin konroliinde ilk adim su kirliligini gdzlemek icin etkili yollar bulmaktir. Bu
amag i¢in kullamlan gok sayida etkili ve profesyonel gézlem metodlar: vardir. Ancak daha basit,
ucuz maliyetli ve kisa siireli olanlara hala ihtiyag vardir. Bunlar arasinda biyolojik indikatér

modelleri igin arastirma yapmak (akut ve direk test) ¢ok cazip goriinmektedir (39).



Kimyasal olarak kirlenmis bir su habitatinda yasayan organizmalarda en ¢ok gdézlenen
ve iyi bilinen etkiler ¢esitli anormallikler ve teratojenik ctkilerdir. Kirleticiler canh
organizmalarin yasamlarimn ¢ok erken donemlerinde 6zellikle déllenmeden hemen sonraki
donemlerinde anormal gelismelere neden olacaktir. Bu anormallikler belkide larva doneminde
ve erigskin doneminde bu organizmalarin 6liimiine neden olacaktir (39).

Bu yiizden su kirliligini onlemek igin biyoindikator olarak akuvatik hayvanlarin veya
akuvatik bitkilerin kullaniimasi tehlikeli faktorlerle canli organizmalara verilebilecek direk zararh
etkiler hakkinda tam bir fikir vermesi bakimindan ¢ok faydali olacaktir. Bu asamadan sonra bu
tehlikeli gevre kosullarindan korunmak igin bir yol bulabilmek miimkiin olabilecektir (39).

Teratojenisite testi olarak in vitro sistemlerin kullanilmasina olan ilgi gelismekte olan
organizmaya in vitro sistemlerin uygulanmasi konusunda deneyimli olan arastirmacilar1 biraraya
getiren in vitro teratojenisite testleri hakkinda Uluslarasi Konferansin toplandifn 1975 yilindan
beri giindemdedir. Bu konferansta in vitro teratojenitesite testlerinde aranan ozellikler
Ozetlenmistir. Aragtirmacilarin bazilar teratojenisite taramalarinda kullanilabilecek sistemler
kurmaya baglamistir (25,39).

Bu amag igin Hidra, Daphnia, Planarya (36), Xenopus (11) ve kurbaga embryolar: (13)
gibi akuvatik organizmalar kullanilmistir. Birkag cesit teleost embryolar: da test materyali olarak
kullamlmastir (6,30).

Memeli teratojenisite testleri karmagik déllenme islemi, test protokoli, egitimli personel
gereksinimi ve fiyat agisindan pratik degildir (38).

Yapilan ilk. calismalara gore akuvatik organizmalarin erken gelisim evreleri, gevresel
faktorler tarafindan olusturulan etkileri arastirmada indikator olarak kullanma konusunda
erginlere gére cok daha hasastir. Bu yiizden su kirlilidinin teratojenik etkilerini gézlemek icin
yasayan bir indikatdr modeli olarak canl organizmalarin larva veya erken embryolarin
kullanmak pratik ve faydah gibi goriilmektedir (39).

Her yil iretilip piyasaya verilen kimyasal maddelerin ¢ok biiyiik sayida olmasi ve
bunlarin insan saghgi acsindan bir risk olusturmasindan 6tiirii FETAX ve kisa donemli bahk
embryo-larva testi gibi kisa siireli in vitro teratojenisite testlerinin kurulmasi bityilk 6nem
kazanmigtir. Metabolik Kapasiteleri olmaksizin bu gibi testlerin insanda gelisme toksisitesine

sahip maddelerin bagarili sekilde taranmasinda ise yararhhiklar olduk¢a kugkuludur. Testlerde
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gozden kagan proteratojenik maddeler insanda metabolizma sonucu teratojenik forma donistip
dogum kusurlarina neden olabilir. Proteratojenik maddelerin biyotransformasyonlari in vitro test
sistemlerinin birgogunda bilinen bir agtk nokta ise de uygun teratojenez tarama testlerinde fazla
da biiyiitilmemektedir (17).

Potansiyel su Kkirliligine neden olan maddelerin teblikeli toksik ctkilerine ait gesitli
bilgilere olan artmig ihtiyag, uluslararast kabul edilebilecek "standart" bir hayvan modeli
ihtiyacini giindeme getirmistir. Zcebrabahgy (Brachydanio rerio) bu amag igin uygun bir aday
olarak goriilmektedir. Bu tiir kolaylikla elde edilebilir, laboratuvarda akvaryum iginde
beslenebilir ve direk toksikan olan teratojenlere ve mutajenlere genis oranda cevap verebilir (29).

Toksikolojik aragtirmalarda kisa donemli balik embryo ve larva testi daha once rapor
edilmigtir (6). Bu amagla Lepomis macrochirus (mavi solungagh giines balif1), Icralurus
punctatus (kedi balig1), Cyprinus caprio (sazan), Carossius auratus (alun balk), Salmo gairdneri
(gokkugag: alabalif1) materyal olarak kullanilmistir. Bunlarin ¢ogu oldukga biiyiik ve yenilebilir
baliklar olup, iiremelerinin kontrolii olduk¢a Karmagikur. Yilda bir veya iki kez yumurtlayip

biiyiik 6nemli bir altyap: ve insan giicli gerektirmektedir (39).

2. Toksik Maddeler

Toksik maddeler, suda diisiik konsantrasyonlarda bulunmalari halinde bile insan saghigina
zarar vererek hastaliklara ve hatta 6liime neden olabilirler. Eser miktarlarda bile zararli olabilen
bu maddeler arasinda en 6nemli grubu "agir metaller" olusturur (44).

Sb, Ag, As, Be, Cd, Cr, Pb, Mn, Hg, Ni, Se, V, Zn gibi elementlerin bazilar1 periyodik
tabloda ne agir metal, hatta ne de metal grubuna dahildir. Bununla beraber ¢ogunlugu agir metal
olan bu toksik "iz elementlerin" timii uygulamacilar tarafindan agir metal olarak
siniflandirniimastir (44).

Agir metaller zorunlu biyolojik sistemler lizerine etkili oldugu anlagilan yaygin gevre
kirleticileri haline gelmistir. Buna ragmen agir metallerin hangi mekanizmayla toksik etkiler
meydana getirdigi kesinlik kazanmamis olup, bu konudaki genel diisiince, hidrojen silfiir ve
nitrojen gruplan gibi esensiyal ligantlara olan affinitelerinden dolayr agir metallerin toksik
oldugudur. Ciinki bu metallerin bazilarinin ekstraksiyonu icin gerekli olan biyolojik

mekanizmalar yoktur ve birikimleri s6z konusudur (15).
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Sudaki toksik iz maddeler canly biinyesinde birikebilir ve besin zincirine girerck her ileri
beslenme kademesinde daha yiksek derisime ulagabilirler. Bu nedenle bir su kiitlesinde zararsiz
gibi goriilebilen derisimler o suda yasayan ve ekonomik deger tagiyan uriinlerin biinyesinde
zehirlilik diizeyi, insan tiiketimini engelleyecek kadar yiiksek degerlere ulasabilir(44).

Toksik maddelerin bir kismit doga kokenli olup, bunlar yeralti sularina karigtiktan sonra
er veya geg yiizeysel sulara da ulasirlar. Bu maddelerin yapay yollardan yilizeysel sulara
karigmasi da mimkiindiir. Bu acidan en O6nemli kaynaklar, tarimsal etkinlikler ve endistri
sulanidir. Cesitli tiretim silireglerinde kullamilan toksik maddeler bu endiistrilerin auk sulariyla
birlikte yiizeysel sulara desarj edilmektedir. Genellikle bu tiir kullamlmug sularin aritilmasi
olduk¢a karmagik ve pahali yéntemleri gerekli kildifindan, yiizeysel sularin bu tiir maddelerden
korunmasi igin alinabilecek en etkili Onlem, kaynakta, yani lretim siireci iginde toksik
maddelerin kontrolii olmaktadir. Uretim sirasinda toksik maddeler yerine daha az zararh
kimyasal bilesiklerin kullanilmasi, toksik madde igeren sularin endiistri iginde geri devredilerek
kapali sistem uygulamasi kaynaktaki kontrollere verilebilecek 6rneklerdir (44).

Sulardaki iz halde bulunan organik ve anorganik zehirlilik unsurlarinin belirlenebilmesi
ve etkinliklerinin saptanabilmesi i¢in ¢ok duyarli numune alma, deristirme ve analizleme
tekniklerinin gelismesi gerekmistir. Bu nedenle son yillarda aragtirmalarin biiylik bir boliimii
bu konuya ayrilmakta, gelisen teknolojinin olanaklari kullamlarak bu maddeler yeni yeni
belirlenebilmektedir. Yine de bu maddelerin sudaki diger bilesenlerle ve birbirleriyle ortaklasa
yarattiklar (sinerjistik) etkiler tek baslarina neden olduklarindan g¢ok farkh oldugundan, sudaki
zehirlilik unsurlarimin karsiikll derisim ve etkilerinin saptanmasi agisindan pek g¢ok varyant
arastiritimaya muhtactir (44).

Havada, suda veya toprakta kalici 6zellik gosteren ve ekolojik dengeyi bozan kimyasal
maddeler "tehlikeli ve zararli maddeler" olarak tamimlanmaktadir. Bu maddelerin alici su
ortamlar i¢in tehlike yaratma durumu, yerel kosullara, maddenin miktarina ve 6zelliklerine
baghdir. Herhangi bir maddenin su alici ortamdaki ve beslenme zincirindeki canli yasam igin
tehlikeli olup olmadigina,

a) memeli hayvanlar icin akut ve oral toksisite

b) bakteriler i¢in akut toksisite

¢) baliklar i¢in akut toksisite



d) biyolojik aynsabilirlik testlerinden sonra karar verilebilmektedir (44).

2.1 Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum clementinin atom numarasi 48 olup, relatif atom agirhr 112,41 “dir.
Elementlerin periyodik tablosunda 11 B grubundadir (9).

Cinko filizlerinde bulunan kadmiyum, ¢inko indirgenme olayinin yan Griini olarak elde
edilir. Cinko filizleri 6nce kangik oksitler elde etmek tizere kavrulur sonra karbonla indirgenerek
¢inko ve kadmiyum metalleri kariginu elde edilir. Kadmiyum ve ¢inko dammtmayla ayrilir (9).

Kadmiyumun dogal yollarla atmosfere katilmas: volkanik patlamalar, orman yangnlari,
fosil yakit kullanan igletmeler ve riizgarla gelen tozdur. Sudaki kadmiyumun kaynaklan ise
kontamine olmug ziraat alanlari, madenlerden ¢ikan sular ve kadmiyumun endiistride
kullamimudir (45). Kadmiyum, otomotiv ve metal endiistrisi atik sularinda incelenmesi gereken
kirlilik parametrelerindendir (41).

Kadmiyum kisa siireli uygulamalarda ¢ok toksik degildir ve birgok tiir igin 96 saatlik LCs,
degeri 1.0 mg/L kadmiyumun iizerinde goriilmeye baglar. Kadmiyumun viicutta dagilim kan ile
olur ve biiyiik boliimii karaciger ve bobrekte depo edilir. Plasenta kadmiyum alimina kars: etkin
bir bariyer gorevi goriir ve yeni dogan bebegin viicudunda hemen hemen hig yoktur (45). Ancak
yilksek konsantrasyonlarda radyoaktif kadmiyum elementi verilen gebe fare, sican ve
hamsterlerde kadmiyumun plasentay: gegerek fotusa ulasti$i bulunmustur (49).

Kadmiyumun teratojenik etkileri bir ¢ok in vivo ve in vitro ¢calismalarda tarif edilmistir
(34,50,52). Kadmiyumun indiikledigi malformasyonlar genis bir spektrumda noral tiip,
ekstremite, kraniyofasiyal ve iskelet defektlerini igeren anormallikleri ihtiva eder (46).

Yiiksek dozlarda kadmiyum inhalasyonu lethal pulmoner 6deme yol agarken, yiiksek
dozdaki enjeksiyonlarda testislerde ve ovaryumlarda nekroza, karacigerde ve kiigiik damarlarda
harabiyete yol agar. Yiiksek oral dozlar mide ve barsak mukozasinda harabiyete yol agar (48).

Birgok laboratuvar memelisinde gebelifin ge¢c donemlerinde yiiksek dozlarda kadmiyum
tuzlan kullanmlan ¢aligmalarda plasental harabiyet (hemoraji) ve fetal 6liim, teratojenik etki
olarak gebeligin erken donemlerinde kadmiyum tuzlar1 kullamildiginda; yarik dudak, yark

damak, eksensefali, hidrosefali, mikroftalmiya, displastik kuyruk gibi etkiler gozlenmistir (48).



Genel olarak kadmiyumun tim canlilarda muhtemel toksik ve karsinojenik etkilerinin
¢inko tarafindan azaluldigi bilinmektedir (16,20,34,35,53). Ornegin; siganlarda kadmiyumla
indiiklenmis testikiler nekrozun baskilanmasi (20), sicanlarda yiiksek renal kadmiyum oramiyla
ilgili olan arteriyal hipertansiyonun ¢inko baglanmasiyla geri ¢evrilebilmesi (16), embr yonal
karsinoma hiicre proliferasyonu ve differansiyasyonunun kadmiyum klortr ile inhibe cdildigi ve
bu inhibisyonun ilave ¢inko kloriir ile etkisiz hale getirildigi gosterilmistir (34). Farelerde bobrek
kortikal hiicrelerinde kadmiyum ve bakirla yapilan calismalarda Na(+)-gliikoz kotrasportundaki
degisikler incelenmis ve kadmiyumun yiiksek dozlarda Na(+)-gliikoz kotransportunu bozdugu,
cinkoyla yapilan 6n muamelenin bu bozulma iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (7).

Bu koruyucu etkinin mekanizmasi agik degildir, ancak en azindan iki olasilik
disliniilebilir. Bunlardan biri toksik olmayan seviyelerde cinkonun artis1 ile indiiklenen
metallothionein seviyesindeki artistir (20). Metallothioneinler siilfiirden zengin 7000 dalton
agirhginda polipeptitlerdir (21). Ayrica afir metal detoksifikasyonunda ise karisan metal
baglayan proteinler oldugu ileri siiriilmektedir. Ozellikle Hg, Cu, Zn veya Cd’un disardan
verilmesi karaciger ve bobrekte metallothionein-1 geninden transkripsiyon orami artirir (15).
Diger mekanizma bu iki metal tarafindan paylasilan ortak bir transport mekanizmasi olup
kadmiyumn ve ¢inko arasinda hiicreye girig bakimindan bir yarisma s6z konusudur. Cinko varhigi
nedeniyle kadmiyumun hiicre icine girisinde bir azalma goriiliir (20).

Kadmiyum aymi zamanda Ca?* kanal blokeridir (26). Kalsiyum iyonu hiicre adezyonu ve
hiicre iskeletinin idamesi igin hayati 6neme sahiptir ve hiicrelerin kompakt hale gelmeleri igin
gereklidir. Kalsiyum ve kadmiyum iyonlar: arasindaki benzerlik nedeniyle kadmiyum, kalsiyumla
yarnigmah bir baglanma gosterebilir ve kalsiyum da, ¢inko iyonlarinin kadmiyumla muamele
edilmis embryolar iizerindeki koruyucu etkisine benzer bir koruyucu etkiye sahip olabilir (52).

Kadmiyum insan yiyeceklerinde bulunan yaygin bir kontaminanttir ve agir metal
zehirlenmeleri icin daimi bir risk teskil etmektedir. Diisiik yoguiuklarda bile kandan
resorpsiyonu viicudun kadmiyum yiikiine esas olarak katkida bulunur. Kadmiyum bir kere
absorbe edildi mi hemen hemen kaybi s6z konusu degildir (21).

Gastrointestinal sistemden absorpsiyonu fizyolojik sartlardan ve o6zellikle yiyecek

cesitlerinden etkilenir. Kadmiyum normal olarak yiyeceklerde inorganik bir tuz olarak bulunmaz,
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spesifik biyokomplekslere baghdir. Hububat Grinlerinde kadmiyum fitatlarla kompleks yapar,
yesil sebzelerde fitogelatlara bagli olarak bulunur. Et tirlinlerinde 6zellikle karaciger ve bobrek,

istakoz ve midyede metallothioneinlere baghdir (21).

2.2 Cinko (Zn)

Cinko clementinin atom numaras! 30 olup, relatif atom agirhigr 65,38°dir. Elementlerin
tablosunda I1 B grubunda olup, tuzlarinin ¢ogu toksik degildir (1). Cinko birgcok mineralde
bulunur, ¢inko blend ZnS, kalamin ZnCO,, ¢inko oksit ZnO bunlarin en énemlileridir. Cinko
filizleri 6nce karisik oksitler elde etmek lizere kavrulur sonra karbonla indirgenerek ¢inko ve
kadmiyum metalleri karisimi elde edilir. Kadmiyum ve ¢inko damitmayla ayrilir. Kadmiyum ve
¢inko sulu hidrojen iyonu ile reaksiyona girer. Bunlar oksijenle ve kikiirt, fosfor ve halojenler
gibi ametallerle, oda sicaklifinda veya daha yiiksek sicakliklarda reaksiyon verirler (9).

Cinko, otomotiv, azotlu giibre, cam, ¢imento, metal, petrol, plastik-sentetik madde,
termik enerji ve celik endiistrisi atik sularinda incelenmesi gereken Kkirlilik parametrelerinden

birisidir (41).

Tablo I. Cegitli tilkelerde endiistriyel auklarin kanalizasyonuna desarjinda 6ngériilen limit degerleri (sadece kadmiyum
ve ¢inko igin),(41).

Ulkeler A.B.D’de gegitli
Maddecler Yunanistan Ingiltere italya fsvigre kentler igin
Zn (mg/L) 10 10 1 2 5-15
Cd (mg/L) 8 2 0,02 0,1 0,1-5

Tablo I1. Auksularmn schir auksu altyapr tesislerine desarjinda ongoritlen auksu standartlan (sadece kadmiyum
ve ¢inko igin),(41).

Kanalizasyon sistemleri tam aritma ile Kanalizasyon sistemleri derin deniz degariji
Maddecler sonuglanan atiksu altyap tesislerinde ile sonuglanan atiksu altyap tesislerinde
Zn (mg/L}) 10 10
Cd (mg/L) 2 2




Cinkonun esensiyal bir gida oldugu 1934°de gosterilmigtir (31). Cinko i¢me suyunda
kargilagabilecegimiz bir clementtir (22).

Cinko istiridyede ¢ok bol miktarda bulunur. Kepek, bugday unu, ekmek, salyangoz,
ciger, bobrek, dana, domuz ve kaz eti, lahana, yilan balifh ve yengecte de Onemli olgiide
mevceuttur (4).

Gegmis yillarda ginkonun insan beslenmesi ve sagligindaki roliine ¢ok az dikkat
edilmisti. Ancak son yillardaki ¢ahigmalara pore ¢inkonun 100°den fazla enzimin kofaktori
oldugu bulunmustur. Ornegin; alkalen fosfotaz, laktik, malik ve alkol dchidrogenaz, karbonik
anhidraz (eritrositlerde), karboksipeptidaz ve retinen rediiktaz. Cinko ayni zamanda hiicre igi
serbest radikal konsantrasyonunu azaltan siiperoksit dismiitazin bir tipinin komponentidir (1).

DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve tamiri ile ilgili enzimlerin g¢ofu c¢inko
metalloenzimlerdir. Bunlar DNA polimeraz, terminal deoksiriboniikleotidil transferaz ve timidin
kinazdir. Cinkonun aynm: zamanda niikleus i¢inde, kromozomlarda ve i iplikgiklerinde bulundugu
gosterilmigtir (1).

Gebelikte ginko eksikligi insanda ve deney hayvanlarinda konjenital malformasyon ve
kromozom aberasyon insidansinda artigla ilgilidir (1).

Cinko gelisme ve normal hiicre proliferasyonu igin gereklidir (47). Cinkonun membran
tizerinde stablize edici etkisi de vardir (43). Cinko eksikligi; gelisme bozuklugu, hipogonadizm,
sekonder seks karekterlerinin gelismesinde gecikme, istah kayb1 (52), tad ve koku alma
duyularinda kayip (3,52), kollajen sentezinde yetersizlik, yara iyilesmesinde gecikme (52),
6zellikle T-Lenfositlerin aracilik ettigi immun cevabin bozulmasi (1), kemikte osteoporoz, periost
reaksiyon ve spontan kiriklara neden olur (42).

Cinkonun genel metabolizmaya olan katkist bir ¢cok enzimlerle olan birlikteligine ve
membran stabilitesiyle immiin yamtlardaki roliine baglanmaktadir (14).

Cinko teratojenisitesinin islergesi bugiin i¢in bilinmemekte ise de DNA sentezinin agiri
miktarda ginko tarafindan inhibisyonu en olas1 agiklamadir. Cinkonun DNA polimeraz ve timidin
kinaz gibi birgok enzimin kofaktorii olmasi nedeniyle, ¢inko konsantrasyonundaki hafif bir artis
DNA sentezini stimiile ederken biiyiik eksiklik veya fazlaliklar DNA sentezinde inhibisyona
neden olur. DNA sentez inhibitorlerinin gesitli hayvanlarda teratojenik oldugu ise bunlarin etki

yollarina bakilmaksizin kamtlanmistir. Cinko eksikligi memelilerde bariz sekilde teratojenik iken
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¢inko fazlahfr gorildigit kadariyla daha az teratojeniktir. Bu olay maternal karaciger ve
plasental metallotioneinlerin etkisine bagh olabilir. Ovipar akuvatik organizmalarda béyle bir
koruma mevcut olmadifindan bunlar asin ginko fazlalifina daha duyarlt olacak ve anormal

gelisme goriilecektir (12).

3. Zebrabahd (Brachydanio rerio)
3.1 Zebrabahgimin Sistematidi (28)
Phylum: Chordata

Subphylum: Craniata

Class: Osteichthyes (kemikli baliklar)
Superorder: Teleostei

Order: Ostariophysoidei

Suborder: Cyprincidea

Familya: Cyprinidae

Genus: Brachydanio

Species: Brachydanio rerio (Zebrafish)

3.2 Zebrabalg’min Genel Ozellikleri

Bu tiir 1930’lardan beri yaygin olarak tizerinde galisilan bir bahikur (29). Uzerinde
Zebra’nin gizgilerine benzer hatlar oldugundan Zebrabalig: denir (2). Akvaryumlarda yaygin bir
sekilde siis olarak kullamlir ve Cyprinidae familyasinin bir iiyesi olup dogal olarak Bengal’den
Hindistan’in Coromendel sahillerine kadar bulunur (19). Hareketli bir baliktir, diger baliklarla
beraber ¢ok iyi ve uyumlu bir sekilde yasarlar ve siirli halinde yagamaktan hoglanirlar. Boylari
disilerde 5 cm’ye kadar ulasabilir (Sekil 1A), (2).

Erkekler ise disilerden daha ufaktir. Erkeklerde karin diiz ve bu nedenle disiye oranla
daha ince goriiliir. Viicut temel olarak giimiis rengindedir. Viicudu boydan boya 7-9 arasinda
mavi ¢izgilere sahiptir. Bu gizgiler kuyrukta da devam eder (Sekil 1C), (2). Erginlesmemis
erkek ve disilerin ayirt edilmesi, belirsiz seks karakterlerinden dolayr ¢ok zordur.
Erginlesmemis erkekler disiye nazaran daha biiyiik anal yiizgeglere sahiptirler. Disilerin genital

papillas1 daha belirgindir. Ayrica karin oldukga siskin ve tombuldur (24).
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Sekil 1A, 1B, 1C, 1D: 1A. Ergin disi Zebrabalidy, 1B. Disi Zebrabalig'nin ovaryumu, 1C. Ergin erkek
Zebrabahy, 1D. Erkek Zebrabahi'mn testisleri,

3.3 Zebrabalifi'nda Ureme

Bu ovipar tir orijinal ortamindan uzakta tanklar iginde kolaylikla yetistirilebilir (29).
Yasam kosullar bakimindan 20-30-32°C arasindaki sicakliklarda yagayabilirler. Bu baliklar igin
en ideal su 15151 25-26°C dir. Notr sulardan hoslanirlar ve 6.5-7.2 PH arasindaki sular bunlar
icin idealdir. Sert sularda da rahathkla yasarlar. Fakat tireme bakimindan problemli olabilir.
Normal gesme suyu konmus akvaryumlarda bol havalandirma kosullarinda rahatga yasarlar (2).
Besin ve 151 yumurtlamaya hazirlanacak baliklar igin 6nemli fakidrlerdir. Bu bahklar omnivor
olup gesitli besinleri alirlar; kuru veya dondurulmus normal balik yemi, plankion, Paramecium,
beyaz solucan, sivrisinek lavrasi, Tubifex, Daphnia ve Drosophila gibi. Stok tanklarinda 11 24°C

civarinda, yetistirme tanklarinda ise 26°C civannda olmahdir (29).
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Bu baliklarm dretilmesi pek zor degildir. Oldukga fazla sayida yumurta bivakrlar (2). 1k
yamurtlama digiler standart uzunluk olan 24,1 mm’ye ulasuklannda gergeklesir. Bu uzunluga
25.3-25.7°C"de 74-75 ginlik bir kiltirden sonra ulagirlar (29).

Yumurtlama zamam fotoperiyot ile yakmdan iligkilidir; 13 saat aydmhf takiben 11
saatlik bir karanhk kafidir. Bir disive 4-5 erkek olacak sekilde yapilan ¢iftlestirmelerden
26°C'de 250-500 yumurta clde edilebilir, Yapigkan olmayan, transparant ve dibe ¢oken bu
yumurtalar embryolojik ¢aligmalar igin ¢ok uygundur. Clinkii geliyme periyodu fertilizasyondan
(ddllenmeden) hatchinge (koryondan gikisa) kadar 26°C de yaklagik 96 saattir (29).

Yumurtlatmak i¢in akvaryuma konulduklannda dikkatli olunmadifinda ve Onlem
alinmadiginda yumurtalanim yerler. Bu nedenle damizlik baliklarin konulacagr akvaryumun dip
kismuna 1-2 cm ebadinda gakil taslari konur veya yumurtalanin gegisine izin verecek gézenckleri
olan tel veya tiil gibi bir materyal kullanilabilir (2).

Yumurta almak igin segilen akvaryuma temiz ve klorsuz ¢esme suyu doldurulur. Yar
yariya kaynak suyu veya saf su koymak suyu gok sert olan yerler igin gercklidir, Akvaryum hol
aydinlatilmahidir. Termostath bir 1sitics ile su sickhigy 26°C'de ttulur, Bu gekilde hazirlanan
akvaryum en az ii¢ giin dinlendirilmelidir. Dinlendirilmemis su kullamihir ise yumurtalarin %
50'sinin beyaz bir mantar tabakas: ile kaplandifi ve oldiigi gorilecektir (2).

Yavru alinacak olgun erkek ve disiler birbirlerinden bir hafta kadar 6nce ayrilmalidir.
Bol sayida damizlik olabilecek balik var ise karm sigkin olan disiler ile takriben 4-5 cm boyunda
olan erkekler aynlmahdir. Bu sekilde ayn bakilan digi ve erkeklerin hazir oldugu anlasilinca
hazirlanmis olan akvaryuma ahmrlar. Bu hazirhklar iyi yapilmigsa, diger giinin sabahinda
baliklarin yumurtlanug olduklari goriilir. Yumurtlama periyotlar halinde devam eder.
Kendisinden yumurta ahinan bir disi 3 hafta sonra tekrar yumurta birakabilir. Bir digi ilk

yumurta aliminda kullanithyor ise bu yumurtalardan yavru ¢ikmamasi miumkundir (2).

3.3.1 Testisler

Ergin erkek Zebrabalifi'da testisler, solungaglara yakin bilgeden anal yiizgeglere dogru
uzanan viicut duvarinda bilateral olarak yerlesmis fusiform yapida olup bir gifttir (Sckil 1D).
Her testisin arka uzunlufu boyunca uzanan birbirine paralel bes efferent kanala seminifer

tiihiillerden gelen spermler toplanir. Bu kanallar ventralden genital papillaya agihir (29).
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3.3.2 Ovaryumlar

Ergin digi Zebrabaligi mn ovaryumlan loplu olup bir miktar da stroma igerir (Sekil 1B).
Qositler salkim seklinde hiicrelerden olugan germinal epitelden dogar. Merkezi olarak yerlegmis
biiyiik hiicreler oosit haline gelirken, ¢evresinde yer alan hiicreler follikul hiicrelerini olugturur
(29).

Kemikli balik yumurtaliklaninda oositlerin - defugik  gelisme  agamalaninda  oldugu

gozlenmistir (29).

4, Kemikli Baliklarda Yumurta Morfolojisi

Yumurtalar digi balifin ovaryumunda geligir. Biiytikligi tirlere gore defigiklik gosterir.
Yumurtalar arasindaki bu defisiklik vitellus miktari, vitellusun dagihsi ve sitoplazmayla
iliskisine gore meydana gelmektedir (27).

Bazi baliklarda vitellus miktari gok azdir (meiolesital) ve holoblastik equal baliinme (tam-
esit boliinme; Amphioxus) vardir. Cigerli baliklar (Dipnoi) ve Mersin baliklarinda vitellus daha
goktur (mesolesital), biliinme holoblastik inequaldir (tam-esit olmayan boliinme; kurbagalar).
Kemikli turpa baliklannin yumurtalarinda vitellus biraz daha fazladir bolinmede tam degildir,
ancak diskoidal bolinmede oldugu gibi sadece blastodisk bolinmekle kalmaz, bolinme yariklar
vitellusa kadar devam eder. Kemikli balik (Teleostei) yumurtalarinda vitellus gok fazladir.
Béliinme tipik diskoidaldir, bolinme yariklan blostodiski asmaz (meroblastik diskoidal
boliinme). Yavrular yumurtadan ergine benzer sekilde ¢ikar (27).

Yumurta hiicresinin olgunlasmasi sirasinda s toplazma ve niikleus bilegiminde ve
yapisinda bazi degisikler meydana gelir. Embryonun beslenmesi i¢in vitellus (deutoplazma) ve
yag damlalarindan olusan depo edilmig besin materyali s toplazma tarafindan salgilamr. Yag,
karbonhidrat ve proteinlerin birikmesi olgun yumurtamn bilyikligiini tayin eder. Protein
partikiilleri ve yag damlalar1 yakin formlar icin sistematik degerlendirmede tamue: fakior olarak
kullamhir (27).

Kemikli balik yumurtalarimn olgunlagmasi sirasinda sitoplazmamin az bir kismu vitellus
ve yap damlalanmi ince ve diizgiin bir tabaka halinde cevirir. Yumurta proniikleusunun
bulundufiu animal kutupta sitoplazma miktari daha fazladir (blastodisk). Bu devrede vitellus ve

s toplazmanin dagilimi yoniinden sentrolesital yumurta tipine benzerlik gosterirler (27).
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Tim omurgall yumurtalarinda oldugu gibi balik yumurtalarimin etrafi primer (oosit
tarafindan salgilanan), sekonder (follikil hiicrelerinden salgilanan) ve tersiyer (oviductian
salgilanan) membranlarla gevrilidir, S toplazmamn hemen dzerinde bulunan ince plazmik
membrana Zona radiata (primer kihf) denir, Bu tabakamn sayisi ve kalinlift balifan cinsine gore
degisebilir. Teleostlann gofunda en basit sekildedir, Zona radiata'min tzerinde follikiler
hiicreler tarafindan salgilanan jel tabakasi (sekonder ortl) vardir. Jel tabakas su alarak siser ve
yapigkan hale gelir. Yumurtanin otlara vs. tutunmasina saglar (27).

Balik yumurtalaninin gofunun difer bir ézelligide, kabugunun kahin olmasi nedeniyle
animal kutbun yan tarafinda spermin girmesine yarayan ve mikropil adi verilen agikhifin
bulunugudur (Sekil 2a ve 2b), (27).

Olgun yumurta ile dolu balik ovaryumuna olgunlagmug ovaryum (ripe) adi verilir. Bazi
balik tiirlerinde yumurtalar, yumurta birakmaya hazir bir diginin karmm sikmak suretiyle kolayca

¢ikartilabilir. Dollenmeye hazir olmayan yumurtalar, olgunlagmig

Mikropil Dedisen
Disi pronikleusu N0 leus
Sitoplazma

Primer kilif
(Zona radiata)
Vitellin zar

Yolk

Periviteliin
aralik

VK

Sekil 2a. Dollenmeden dnce kemikli balik yumurtas:.

Sekil 2Zb. Ditllenmeden sonra kemikli balik yumurtas,



olanlara oranla daha serttir. Tath su bahklanmn yeni yumurtlanng yumurtalarr oldukga
yapiskan ve yumugakur, Bunlar siratle su alarak sertlegirler. Yumurtamn bu durumuna su
sertlegmesi denir. Baliklanin ¢ounda yumurta ve spermler dogrudan suya birakihir, dig dollenme

meydana gelir (ovipar), (27).

4.1 Dollenme

Uremeye hazir baliklarda erkek ve digiler arasinda yakin bir ilgi meydana gelir. Bu da
erkefin, diginin yakinlarinda yada dst taraflannda ylizmesiyle saglamr, Erkek digiye zaman
zaman garpar ona bir yiizik sekline gelerek sarihir. Bu arada spermlerini suya birakir. Spermler
kamg1 hareketiyle yumurtaya yaklagir. Dillenmeden once sperm yumurta Kapsilind gegerck
s toplazmaya yaklagufi zaman yumurta stoplazmasi bir miktar sivi salarak hafif bizilir. Aym
anda jel tabakasimin gismesiyle birlikte kapsiille yumurta ylizeyi arasinda sivi dolu perivitellin
bilge (perivitellin aralik) meydana gelir. Perivitellin sivi yumurtanin serbestge hareket etmesini
sagladifn gibi dis etkenlere karsi (vurma, garpma) gelisen embryoyu korur (27).

Yumurta spermamin girigi sirasinda tam olgunlasmamuguir. Sperm girdikien sonra
11.Mayoz béliinme baglar. Ikinci polar cisim yiizeye auldiktan sonra disi proniikleusu ile erkek
proniikleusu kaynagir ve déllenme tamamlanms olur. Spermin girigi yumurtanin s toplazmasinda
da baz1 degisiklere neden olur, S toplazmamin biiyiik bir kismu animal kutba dogru akarak
burada germinal diski (protoplazmik diski) olusturur, Yumurtanin gevresini saran s toplazma
iyice azalarak ince bir tabaka halini alir. Bu degigikliklerden sonra dollenme sirasinda
sentrolesital tipte olan balik yumurtas: artik ileri telolesital yumurtaya doniigiir. Meroblastik
(kismi) diskoidal béliinme meydana gelir (27).

5. Zebrabalif’nin Geligimi ve Hayat Siklusu

Roosen-Runge Zebrabaligi'mn erken geligim devrelerini resmettiler. Bu periyotlar iki kez
sinema filmi yapildi. Biri Lewis ve Roosen-Runge tarafindan 151k mikroskobuyla, digeri
Hisaoka, Ou ve Marchese tarafindan faz-kontrast mikroskobu kullanilarak yapildi (19).

Eksperimantal embr yolojideki ¢aligmalar i¢in bahik embryolaninin kullanilmasimin faydasi
bashica Luther, Pasteels, Solberg, Waterman, Oppenheimer ve Rugh gibi arasurmacilar
tarafindan posterildi (19).



Zebrabalign embryosunun geligim doénemlerinin bashea goze ¢arpan karakeristiklen

(264 1°C'de) dzetle styledir (Sekil 3A, 3B).

1. Dillenmemis Yumurta

2. Heniiz dillenmig bir yumurta: Dollenmeden hemen sonra koryon mikemmel bir kiire
sekline gelir (19). Dollenmeyle olugan perivitellin aralik vitellin membran (koryon) ile Zona
radiata’y1 birbirinden ayinr. Koryonun kalinhifs yaklagik 10 pm’dir. Koryon birbirinden 1.3-3.0
pm uzakhklarla yerlesmig 1.5 pm capinda sirkiler porlara sahiptir. Bu koryonik yiizey su ve
elektrolitlerin perivitellin aralifa penctrasyonunu saglar (29). Yumurta hiicresinin kendisi biraz
elipsoidal yapidadir. Yumurtamn koryonla birlikite ¢apt 0.92-0.98 mm’dir. Yolk kiiresinin
ekvatoryal ¢apr 0.55-060 mm'dir (19).

3. Bir hiicreli blastodisk: Koryonun seffaflifi nedeniyle stoplazmadan blastodisk
tesekkiilind gozlemek miimkiindir. Dollenmeden yaklagik 5 dak. sonra, animal kutup yumurta
kiitlesinin yassilagmasiyla ayirt edilir. Blastodisk sonradan yaklasik 25 dak. iginde yassilagir,
graniiler stoplazma net bir sekilde homojen, koni sekilli bir kiitle haline gelir. Bu seklivle
yumurta aruk tipik bir telolesitaldir. Ilk alu bolinme diizlemi oldukca diizenlidir (19).

4. iki hiicreli blastodisk: Déllenmeden sonraki 35. dakika iginde, blastodisk ortasindan
(median) dikey (vertikal) bir sekilde ilk yanklanmaya ufrar ve biraz globiler yapida iki esit
blastomer olusur (19).

5. Dort hiicreli blastodisk: Dollenmeden sonra yaklasik 43 dak. sonra ikinci yaniklanma
birinci bolinmenin plamina dik agilarla gerceklesir. Her bir globiiler blastomer orijinal
blastodiskin dortte birini temsil eder (19).

6. Sekiz hiicreli blastodisk: Ugiincii yariklanma diizlemi gift olup dollenmeden sonraki
71. dakikada olur.ilk bolinme diizlemine paralel ikincisine diktir. Meydana gelen 8 blastomer
genellikle dért hiicrenin iki sira olugturacak sekilde dizilmesiyle dizenlenir (19).

7. Onalt1 hiicreli blastodisk: Dordiinct yanklanma dollenmeden yaklagik 90 dak. sonra
tamamlanir. ikinci boliinme diizlemine paralel olan birinci ve iigiincii bolinme diizlemine dikey
bir bolinmedir (19).



8. Otuziki hiicreli blastodisk: Besinei yanklanma bivinci bolinme dizlemine paralel
olan dikey bir bilinmedir. Buraya kadar blastomerler birbirine egit ve tek sirahdir (19).

9. Atmgdiirt hiicreli blastodisk

10. Yiizyirmi sckiz hiicreli blastodisk

11. Geg yariklanma (late eleavage): Aloner yaniklanma lizla beginciyi takip eder ve wek
tabakali olan blastomerleri iki tabaka halinde aymacak gekilde meydana gelir (ilk horizantal
boliinmedir). Altnc yariklanmayi daha diizensiz olan iki yanklanma takip eder. Blastomer sayisi
katlanarak artar. Bu evredeki blastomerleri saymak imkansizdir, ancak seri Kesitleri ahnarak
sayihir. Yolk béliinmelere kaulmaz (Teleost yumurtalanimin gofunda durum boyledir), (19).

Horizantal bélinmeler sonunda blastula iki tabakaya aynilir, Alttakine primer periblast,
ikinciye blastoderm, aradaki bosluga primer blastostl denir (27).

12. Erken yiiksek blastula (Early high blastula): Dollenmeden sonraki ikici saatin
hemen sonunda ¢ok hiicreli blastoderm gériiliir (animal kutupta gevsek olarak organize olmuy
hiicrelerin tepesinde yiikselen kisim), (19).

13. Geg yiiksek blastula (Late high blastula): Déllenmeden sonraki yaklagik 2.5 saatte
blastoderm hiicreleri daha kompakt bir sekilde diizenlenir (19).

14, Diiz blastula (Flat blastula): Déllenmeden 3.5 saal sonra tamamlanir, blastoderm
onemli derecede diizlesir ve yiizeyi piriizsiz bir hale gelir (19).

15. Cok geg¢ blastula (Very late blastula) veya gastrulasyon oncesi dinem:
Dillenmeden dort saat sonra blastodermin dorsal kenan yolk yiizeyine komsu olan Kismun igine
(periblasta) kanigir.Bu agamamn sonunda yumuria kiiresel formdadir. Blastomerler artik gok
kiigiktir (19).

16. Gastrulasyonun baslangi¢c dénemi

17. Erken gastrula (Early gastrula): Blastodermin yolk kiresinin digte birini kapadifs
donemdir. Dollenmeden yaklagik 5 saat sonra baslar. Blastoderm daha diiz bir hale gelir. Yolk
kiitlesinin {izerini ortecek sekilde ok hizh bir sekilde bolinmeler meydana gelir. Germ
hallkasimn kenari  blastoporun dorsal dudagimn lokalizasyonunu belirleyen hiicresel bir

involiisyon baglar (19).



18. Gastrulasyonun orta dinemi: Blastodermin yolk Kitlesinin 1/2'TK Kismum Kapadig
donemdir, Diéllenmeden sonraki altiner saatten sonra blastoderm yolk Kiitlesinin 1/2°hK Kismina
kadar gelisir ve dorsal dudaktan gelisen embryonik orti iyice uzar (19).

19. Geg gastrula dinemi: Blastodermin yolk Kitlesinin 3/4'lik Kisnunm kapadifa
donemdir. Dollenmeden sonraki yedinei saatten sonra epiboli ile yolk Kiitlesinin 3/4°1ik Kisnn
kapatihr, Bu dénemde genis bir yolk tikacr meveuttur, Embryonik 6rtii belirgin bir omurgaya

kondanse olur (19).
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Sekil 3a. Zebrabalg'nm Embryonik Gelisim Safhalars, 1. Dillenmenis yumurta, Cg: Kortikal grangller,
PV: Perivitellin aralik; 2. Dillenmis yumurta; 3. Bir hicreli blastodisk, AP: Animal kutup, VP: Vejetai! kup; 4. ki
hiicreli blastodisk: 5. Dot hicreli blastodisk; 6. Sekiz hiereli blaswdisk; 7. Onalo hucreli blasiodisk; 8. Owziki hucreli
Dlastodisk; 9. Altmisdor hiiereli blastodisk; 10, Yozyirmisckiz hiicreli blaswodisk; 11, Geg yanklanma; 12. Erken yuksck
blastula; 13. Geg yiksek blastla; 14, Dz blastula; 15, Gastrulasyon Oncesi; 16. Gastrulasyon baglangier; 174, Erken
gastrula; 17h. Erken gastrolamn wepeden gordnisi,
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Sekil 3b. 18. Gasirula; 19. Geg gastrula; 20. Blastopor kapanmadan tnce; 21. Blastoporun kapanmasi I 22.
Blastoporun kapanmasi 11; 23. Opiik vesikaller; 24, Isitme plags; 25, Optik qukur; 26. Owlit formasyonu; 27, Retinal
pigmentasyon; 28, Body pigmentasyonu; 29, Ksantofor geliimi-prehatching (¢ikis dncesi); 30. Hatching (i), 3
Metafaz kromozomlar (2N:50).
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20. Blastoporun kapanmasmdan dnceki dinem

21. Blastoporun kapanmasi 1 donem (2 somit): Dollenmeden on saat sonra yolk
kiitlesinin tamann hizla gelisen germ halkast tarafindan (dorsal dudagr harig) kapaulir,
Embryonun ckseni hemen hemen yolk Kitlesinin etrafim saran yar geffaf bir kabartma gizgi
(sart) olarak fark edilebilir. Iki mezodermal somit differansiye olur (19).

22. Blastoporun kapanmas: 11 dinem

23. Optik vesikiiller (5 somit): Blastopor dudaklanimin birlesmesinden Kisa bir siire sonra
prosencephalonun arka-yan duvarlarimin evaginasyonu ile optik vesikiller gelismeye baglar,
Dillenmeden yaklasik 14-16 saat sonra optik vesikiiller net bir sekilde ortaya gikar (19).

24. Isitme plafn donemi (Auditory placode, 15 somit): 20 saatlik embryo artik tipik
balik gekliyle taninabilir ve igitme plaklar gelismistir. Yolk kiitlesinin posterior kisminda kismi
bir darhik baglar (19).

25. Optik ¢ukur dénemi (Optic cup stage, 20 somit): Dollenmeden yaklagik 24 saat
sonra optik vesikil invaginasyona ugrayarak optik ¢ukur formuna doniigir. Lens geligir.
Notokord isitme vesikiliinden kuyruk sonuna kadar uzamir. Embryonik govdenin ozellikle
posteridriinde bir uzunluk artist olur ve kuyruk yolk kiitle sinden aynilir. Miskiler harcketler
bu agamada baglar (19).

26. Otolit formasyonu dinemi (Otolith formation stage, 30 somit): Dollenmeden
sonraki 27. saatte otolitler gorilir ve kuyruk epeyce uzar ve hemen hemen basa deger. Kalp
aug: baslar, 1-2 saat iginde sirkiilasyon gozlenebilir. Yolk kitlesi anteridr elipsoidal ve posterior
silindirik iki kisimdan olugur (19).

27. Retinal pigmentasyon donemi (32 somit): Ddéllenmeden sonraki 37.saatie gozin
retinal tabakasi igindeki melanin gdziin gorinir hale gegmesine neden olur. Beyin ventrikiilleri
net bir sekilde goriiliir ve bas yolk kiitlesine baglandifi kisimdan aynlir. Median dorsal yiizpeg
ve kaudal yiizgeg belirir. Pektoral yiizgeclerin sefirmeler seklindeki hareketleri gorilebilir.
Sirkiilasyon dzellikle yolk kiitlesi tizerinde agikga goriilebilir (19).

28. Viicut pigmentasyonu (melanofor) diénemi (33 somit): Retinada melanin
olusumundan kisa bir siire sonra oldukga genis yildiz seklinde melanoforlar bag bilgesinin

iizerinde ve yolk kiitlesinin yiizeyinde karmn gevresinde goriilmeye baglar. Sonradan 49. saauc
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melanoforlar tim kuyruk ve yitizgegler boyunca yayihr ve Zebrabahgi'na has Karakieristik
gizgilerle diizenlenmeye baglar, Rombencetalon uzar ve ventrikiller agikea gorilir. Olfaktory
(koku) plakalar anterior ve medial olarak gelisir (optik ¢ukurlara anteriir ve medial olarak).
Barsak, hava kesesi ve Karaciger piraliir (19).

29. Ksantofor gelisimi (34 somit): Embryolar aruk prehatching denilen ve koryondan
gikmaya hazir olduklan déneme ulagirlar (d6llenmeden 3-4 giin sonra). Ksantoforlar bu dinem
sirasinda portlir. Bag bilgesinde baglayan yaygin bir san renklenmenin sonucu olarak ksantofor
olusur ve biitiin embryonun kaudal knsmina dogru yayihir, Somit sayisi eriskindeki karakteristik
sayidadir. Anteriorde 15 somit, posteriorde 19 somit bulunur. Cenelerde kirdak olusumu baglar
(19).

Embryonik ve ekstra embryonik sirkilasyon kuvvetlidir ve eritrositler kan damarlarinda
tasiirken gozlencebilir. Kalp auglan oldukga dizenlidir, ortalama dakikada 191 kez (26°C’de)
atar. Govdenin ve kuyrugun giddetli kontraksiyonlari embryonun koryon igindeki pozisyonunun
sik sik defiismesine neden olur (19).

30. Koryondan ¢ikma (Hatching): Kuyrugun koryona yaptigi vurus darbeleriyle korvon
herhangi bir noktadan yirulir. Aym sartlar alundaki yumurtalrin gogunun kKoryondan gikma
zamanlan oldukga gesitlidir, fakat normal olarak 26°C'de yaklagik dérdiinci giindedir. Yakin
zamanda koryondan gikan larvamn yolk kiitlesi oldukga kiigilmistir. Melanofor pigmentasyonu
daha yogundur ve melanofor yildizlan, Zebrabalifi'mn karakteristik ¢izgileri seklinde
diizenlenir, Optik gukur yogun bir sekilde pigmentlenir ve gozlerin irisinde sanmurak hafif bir
renk gozlenir. Karacifer gibi i¢ organlar, barsaklar ve hava kesesi yan tranparant olan viicut
duvarndan ayirt edilebilir (19).

Larvalar koryondan ¢ikukdan sonraki 2-3 giinde beslenmeye ihtiyag duymazlar. Ugiincii
giinden sonra yumurta sarisi ile beslenirler. Ug-dort haftaliktan sonra Artemia salina larvalariyla
beslenmeye baslamir. Akvaryumda bitki bulunur ise yapraklarda olusacak yosunlari da yiyerck

siiratle biyurler (2).

6. Zebrabah@i’'nda Cevresel Ajanlarla Giriilebilecek Teratojenik Etkiler
Gelisimin erken evrelerinde gevresel ajanlarla muamele edilen Zebrabahig'min embryolar

genellikle anomali gosterir. Kullamlan ajamn konsantrasyonundaki oran, muamele siiresi vu
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birikim bu anormalliklerin ortaya gikisinda kritik parametrelerdir (29),

Zebrabahif'nda gozlenen anormaliler genellikle Gdemi ve dolagim bozuklukLirim,
merkezi sinir sisteminin ve duyu organlarimn organizasyonunda bozukluklari, notokord ve adale
malformasyonlarim, epidermal aberasyonlar igerir (29).

Beyin, periton ve perikardiyal  bogluklardaki 6dem,  dokularin agir sismesi ve
biytimesiyle ortaya gikar, Odeme genellikle vaskiiler sirkiilasyondaki diizensizlikler ve durgunluk
eslik eder. Kalp tipi genisleyebilir ve atipik fleksir gosterebilir, kontraktil dzellikleri
zayiflayabilir, kalp atim zayiflar veya tamamen kaybolur (29).

Merkezi sinir sistemi gross duzensizlik  gosterebilir,. Omurilik ve beyinde sikhikla
diizensiz bosluklar gelisir ve bu bogluklar gevsek hiicre topluluklaniyla doludur. Gri ve beyvaz
cevher arasindaki bariz siir gizgisi genellikle kaybolur. Duyu organlan etkilenir, 6zellikle
pozlerde teratojenik fakirlere hassasiyet gorilir; normal bilateral konumlarindan agin orta hata
dogru kayma meydana gelebilir. Auditory (isitme) ve olfaktory (koku) yapilaninda hassasiyet
kaybi goruliir (29).

Gévde ve kuyruk anomalileri en sik rastlananlardir. Kuyrukta kisalma ve sikhikla saga

veya sola tek veya daha gok kirik gorilebilir. Pigmentasyonda degisiklik meydana gelebilir (29).

24



GEREC VE YONTEM

1. Zebrabah@'mn Temini, Bakinu ve Ciftlestirme Akvaryumlarmm Hazirlanmasi

Damizhik  Zebrabahiklart  Qukurova Universitesi, Su Uriinleri  Fakiiliesi'nden  ve
akvaryumeulardan temin edildi,

Baliklara 40x60x100 cm (ytikscklik, en, boy) ebadinda stok akvaryumlannda disi ve
erkekler birbirlerinden ayri olarak bakildi. Akvaryumlar sirekli olarak filtreli bir hava
pompasiyla havalandirild ve temizlendi. Akvaryum isisi termostath isiicilarla 24°C civarinda
wtuldu. Yemleme (pul tetramin) giinde 2-3 kez yapildi. Haftada en az bir kez canl yem (Tubifex
ve Daphnia) verildi.

Ciftlestirme akvaryumu olarak 24x28x40 cm (yikseklik, en, boy) ebadinda 4-6 adet
slikonla yapilnug cam akvaryum kullanildi. Bu akvaryumlara 3-4 giin dinlendirilmis ¢esme suyu
kondu ve hava taglan ile havalandirma saglandi. Her akvaryuma baliklarin yumurtalanim
yemelerini 6nlemek amaciyla, 2 mm aralifs olan naylon tillden yapilmig kafesler kondu. Bu til
kafesler genis, ancak akvaryum igine rahatlhikla adapte olabilecek sckilde hazirlandi. Til
kafeslerin tabam ile akvaryum tabam arasina yumurtalan kolayhkla toplamak amaciyla cam veya
paslanmaz metal kaplar kondu. Bu gekilde hazirlanan akvaryumlarin bulundugu odaya 13 saal
aydmhk 11 saat karanlik olacak sekilde otomatik igiklandirma saglandi. Isiklandirma amaciyla

floresans lambalar kullanildi.

2. Yumurta Alnacak Baliklarin Secilmesi, Akvaryumlara Yerlegtirilmesi ve
Yumurtalarin Toplanmasi

Yumurta toplanmasi amaglanan giinden bir hafta kadar dnce disi ve erkek bahklar
birbirlerinden ayn olarak énceden hazirlanmig olan akvaryumlara kondu. Bir hafta boyunca
¢ogunlukla canh yemle beslenen baliklar, 13 saat aydihk, 11 saat karanhk fotoperiyoda adapte
edildi. Cunki yumurilama zamam fotoperiyotla ilgili olup, 13 saat aydinh@i takiben 11 saat
karanlik uygulamasi ile memnun edici sonuglar alinmisur (29). Bir hafta sonra 1 disi ve 4-5
erkek aym akvaryum igine til kafes i¢inde kondu. Ertesi sabah siklanin yanmasiyla beraber

yumurtlama tetiklendi ve bir siire sonra tul kafesler alundaki kaplar dikkatli bir sekilde

25



akvaryumdan gikanldi, Yumurtalan nekrotik olanlardan ayirmak igin bir in cleme yapildi. Bu
on elemeden gegen yumurtalar daha sonra tekrar bir elemeye almarak test igin sadece normal
olarak gelisen embryolar segildi (36). Yumurtalar stereo mikroskop alunda, ucu alevden
pegirilerck yuvarlanlnug (koryonun zedelenmesini Gnlemek amaciyla) pastor pipeti kullamlarak
segildi. Temiz ve dinlendirilmig (3-4 giin) ¢esme suyu ile bir kag kez yikanan yomurtalar, iginde
Holtfreter soliisyonu bulunan test petrilerine aktanld, Bitin testlerde asgari drnek bilytkluga
30 canh yumurta olarak alindi, Test gruplar aym digiden aliman déllcnmig yumurta sayisina gore

hazirlandi. Kontrol grubu igin de yine aym diginin dollenmis yumurtalar kullamldi,

3. Kullamlan Su ve Kimyasal Soliisyonlarin Hazirlanmas

Akuvatik toksisite testlerindeki degigkenler; deneyi yapan kigiler, kullamilan aletler ve
bunlarin kalibrasyonu, ¢evre vb. dir. Abiyotik fakidrler; alkalinite, sertlik, PH, criyik halde ve
siispanse haldeki maddeler, erimis gazlar ve 1s1, biyolojik faktorler ise; dency hayvanimn tiiri,
susu, gelisim evresi, beslenme ve Onceki muameleler ¢ofu kimyasal maddenin toksisitesini
etkileyebilir (10).

Standart ozellikleri nedeniyle galismamizda Standart Amphibi Holtfreter Soliisyonu
kullamldi. Bu solisyon bahiklardaki niikleer transplantasyon ¢ahigmalarinda medyum olarak da
kullamlan bir soliisyondur (40). Bolgemiz (Akdeniz Bolgesi) cesme suyu ¢ok sert olup (235-250
mg/L CaCO,) yapdigimiz testlerin degisik bolgelerdeki sularla tekrarlanmasi durumunda su
sertligindeki depisikler nedeniyle sonuglarinda degismesi dogal olacak ve daha onceki
¢ahismalardaki sonuglarla karsilasinlamayacaktu. Sert sularda yasayan tath su baliklan
kadmiyuma yumusak sularda yagayanlara gore daha fazla direnclidirler (32). Cinkonun
toksisitesi izerinde de suyun dzellikle sertliginin biiyiik 6nemi vardir. Bu nedenle EIFAC, tathsu
baliklarinin kullamldifi testlerde su sertlifini bir kriter olarak belirtmigtir. Buna gore su sertligi
100 mg/L CaCO,'a ayarlanmahdir (10). Cahsmanuzda kullamlan Holtfreter soliisyonunun
sertligi 100 mg/L CaCO, civanndadir. Sertlik dlgtimleri i¢in EDTA  titrimetrik yontemi
kullamid (8).

3.1 Holtfreter Soliisyonunun Hazirlanmas

Bu soliisyon 100 m1 bidistile suya asagidaki kimyasallarin ilavesiyle hazirlamr.

26



NaCl (Merk K 19106500) 0.35 gr

KCl (Merk TA 520735) 0.005 gr

CaCl, (Merk A 28487) 0.01 gr

NallCO,”  (Merk K 20953123) 0.02 gr

* Bu soliisyon hazirlamrken ilk ¢ kimyasal suya konur dyice kangtirihr, daba sonra
NallCO, ilavesiyle solisyonun PH'st 7 civanna ayarlamr (40). Stok solusyon hazirlanarak

bundan seyreltilebilir,

3.2 Kadmiyum Kloriir ve Cinko Kloriir Soliisyonlarimin Hazirlanmas

Her iki kimyasalin da (ZnCl, Merk K 20742913, CdCl, Sigma C 2544) bidistile su ile
stok soliisyonlar hazirlandi ve atomik absorsiyon spektrofotometresiyle (Perkin-Elmer model
2380) dogrulugu kontrol edildi. Bunlardan seyreltme ile istenilen konsantrasyonlarda temas
soliisyonlari hazirlandi. Buharlasmadan kaynaklanabilecek konsantrasyon degisikliklerini
onlemek igin stok soldsyonlar 5°C'de muhafaza edildi ve kapaklan sikica kapathip parafilm ile

sarildi. Tim testler aym stok solisyonlar kullamlarak yapildi.

4. Yumurtalanin Kadmiyum Kloriir ve Cinko Kloriir Soliisyonlan ile Temas
Ettirilmesi

Biitiin testler statik kosullarda ve havalandirmasi olmayan g¢ozeltilerde yapildi. Test
maddelerinin etkin doz diizeylerini ve ana testte kullanilacak konsantrasyonlarim belirlemek igin
dnce bir simir belirleyici test yapildi ve ana tesite simir belirleyici testle belirlenmis araliklar
icinde kalan 5-6 farkh konsantrasyon kullamldi. Biittin testler 26°C +1"de (sofutmali inkiibatérde
WTB binder marka) yapildi. Inkiibator igine 13 saat aydinlik 11 saat karanhk olacak sekilde
aydinlatma saglandi. Her konsantrasyon igin 5 farkh test grubu kullanildi.

Zebrabahgi'min larvalan gikigtan sonra 2-3 piin kadar besin Kkeselerini  absorbe
etmediklerinden, beslenmeye baglamadiklan bu donemde embryo olarak kabul edilirler (10).
Test maddeleriyle temasa blastula safhasinda basland ve toplam 15 giin devam edildi. Testlerin
8.giintinden itibaren larvalar yumurta sansi ile beslendi. Boylece anomali gsteren larvalarin
hayatlarim idame yeteneginde olup olmadiklanm gormek miimkin olabildi. Yumurta sans:

hazirlamrken dikkat edilmesi gercken noktalar; kullamlan yumurta sansi taze olmah, kau
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pisirilmis yumurtaya,kabugu agihp i¢inde steril distile su bulunan bir enjektdrle girilip birkag
defa piston ileri geri harcket ettirilip, enjektire yumurta sansi ¢ekilmelidir. Bu sekilde
hazirlanan birkag enjektor Gzerine biraz daha steril su gekildikten sonra derin dondurucuda
saklanmahidir. Besleme yapilacagn zaman derin dondurucudan gikandmaly ve 15-20 dakika
beklendikten sonra eriyen yumurta sanst ve su kargmmmdan her petriye  birer  damla
damlatlmahdir. Yaklagik 5-6 saat sonra solisyonlar degistirilmelidir.

Blastula safhasindaki embryolar iginde degisik konsantrasyonlarda test maddesi bulunan
genig yiizey alanh cam petrilere (8-10 em gaph) kondu. Degigik konsantrasyonlar i¢in Holtfreter
solisyonu kullamlarak seyreltme yapildi. Her 24 saat arahklarla test ve Kontrol gruplarimn
soliisyonlari yenilendi, Soliisyon yenileme igleminde petrideki soliisyonun embryolan kurumaktan
koruyacak kadar birakilip geri kalam uzaklastirildi. Kontrol grubu igin yalmz Holtfreter

soliisyonu kullamlmusg olup test gruplarinda oldugu gibi her 24 saatte soliisyon yenilendi.

5. Gozlemlerin Yapilmas: ve Verilerin Toplanmas

Kontrol gruplan ve test gruplarindaki tim embryolar 24 saat araliklarla stereo mikroskop
(Kyowa) altnda makroskobik olarak incelendi. Oli ve anormal embryolar gelisme evresi,
pigmentasyon, motilite ve ¢ikis konusundaki gézlemlerle beraber kaydedildi. Embryolarin 6li
olup olmadifina stereo mikroskopta 4.5x10 biyitmede kalp auslanina bakilarak Karar verildi.
Kontrol gruplanindaki normal gelisme gosteren embryolarin gelisme evreleri, video-kamera
(Sharp Pal-Mesecam System) baglanuh stereo mikroskop ile 4.5x10 biyiitmede videoya
kaydedildi. Monitér (Commodore 10845) ekramndan gekilen resimlerle normal geligim evreleri
ozetlendi (Sekil 3a-3b). Test maddeleriyle temas edip anormal gelisme gosteren ve olen
embryolarin en tipik drneklerinin fotogral makinas) baglanul 1tk mikroskobu (Olympus BH-2)

kullamlarak 2.5x4 biyiitmede resimleri gekildi.

6. istatistik
LC,, degerlerinin probit analizi ile hesaplanmasi igin SPSS Release 4.1 programu, farkh
konsantrasyonlardaki olim ytzdelerinin kontrol grubu ve birbirleriyle karsilagtinlmas igin CSS

istatistik programu ile Khi-Kare Testi kullamlmistr,
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BULGULAR

1. Sumr Belirleyici Test Sonuglar

1.1 Cinko Kloriirle Yapilan Sumr Belirleyici Test Sonuglar

Siir belirleyici testler yiiksekten digige degisik konsantrasyonlarda yapilnug olup, ¢inko
Kloriir ig¢in bu konsantrasyonlar; 200-160-80-40-20-10-5.0-1.0-0.5-0.1-0.05 mg/L'di. Bu
konsantrasyonlar igin testlerde kullamlan solisyonun sertligi 100 mg/L CaCO, ve 10 mg/L
CaCO0;,’a ayarlanarak testler iki kez yapilmistur. En yiiksck konsantrasyon olan 200 mg/L ¢inko
kloriirde (soliisyon sertligi 100 mg/L CaCO,"da) embryolann ilk saatler i¢inde PV'da bir miktar
opak partikiil olusturduklart ve genel olarak normal embryolojik gelisimlerini tamamladiklan
(Sekil SE), ancak 72.saatten sonra hizla Korion iginde oldiikleri gozlenmistir. Yine 200 mg/L
ginko kloriir konsantrasyonunda soliisyon sertligi 10 mg/L CaCO,'da yapilan testlerde ilk
saatlerde blastomerler arasindan sizan yogun bir sivinin (Sekil 9) ardindan blastoderm tizerindeki
ortii tabakasimin biitiinligini kaybettifi ve blastomerlerin bazilarmin serbest hale gegtigi
gozlenmistir (Sekil 10). Bir sire sonra blastomerlerin opaklagip 6ldigi ve yolk kescsinin
biitiinliifini katbettigi gozlenmistir. Serbest hale gegen blastomerlerde veya digier blastomerlerde
segmentasyon goriilmemigtir. Disiik Kkonsantrasyonlarda ve yiiksek soliisyon sertliklerinde
blastomerler arasindan sizan yogun sivinin miktarninin daha az oldugu ve ilerleyen saatlerde bu
sivimin kiimeler olusturup opak partikillere donistigii gozlenmistir. PV'da gozlenen opak
partikiiller blastula ve gastrula safhasindan gikisa (hatcing) kadarki safhalarda gozlenmis olup,
diisiik konsantrasyonlara dogru miktar azahp kaybolurken embryolarin canh kalma siiresinde
de artma gozlenmigtir. Soliisyon sertligi 10 mg/L CaCO, olan testlerde embryolarin ¢inko
kloriire gok daha hassas oldugu gozlenmigtir. 200 mg/L. ZnCl, konsantrasyonunda 100 mg/L
CaCO,'ta ilk 48 saat iginde canlibk cok yiksekken, 10 mg/L CaCO;'ta ilk saatler iginde
blastomerler arasindan yogun bir sivimn sizmasimn ardindan yolk kesesinin bitinliging
kaybettigi ve embryolanin tamamimin gastrula safhasina varmadan 6ldiigi gozlenmigti.

Ayrica 96 saatten sonra canh kalan embryolarda ¢ikigin  geciktifi, yiiksck
konsantrasyonlarda ¢ikigin tamamen baskilandigs ve embryolarin koryon iginde Oldigu

gozlenmistir. Cikigtan sonra veya koryon iginde 6len embryo ve larvalarda gozlenen anomaliler:
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vertebra defekti, ddem ve hafif hemoraji seklindeydi. Odemin ¢ikistan dnce basladigy ve ¢ikisin
geciktigi bazi embryolarda asin Gdemle Koryonun yirtildign gozlenmistir.. Anomali gosteren
embryo ve larvalar kontrol grubundan farkl olarak yiizme bozukluguda gosterdigi gozlenmigtir,
Bu tip embryo ve larvalanin genel olarak petrinin dibinde hareketsiz yatug, ara sira anormal bir

sekilde harcket ettigi gozlenmistir.

1.2 Kadmiyum Kloriirle Yapilan Sunr Belirleyici Test Sonuglar

Siir  belirleyici testler  ¢inko  kloriirde  oldugu  gibi  yiiksekten digige  degigik
konsantrasyonlarda yapilnug olup, kadmiyum kloriir igin bu konsantrasyonlar; 100-80-40-20-10-
5-1-0.5-0.3-0.1-0.05 mg/L'di. Soliisyon sertligi 100 mg/L CaCO; ve 10 mg/L CaCO;'a
ayarlanarak testler iki kez tekrar edilmigtir. Cok yiiksek konsantrasyonlarda (100 mg/L
kadmiyum kloriir) soliisyon sertligi 10 mg/L CaCO;'ta embryolann ¢ofunlugunun ilk saatler
iginde 6ldigi gozlenmistir. Bu embryolarda da ginko kloriirde PV'da gézlenen opak partikiiller
gozlenmistir. Aym sekilde baslangigta blastomerler arasindan yogun bir sivimin sizdig (Sekil
9) ve daha sonra blastomerlerin serbest hale pegtigi (Sekil 10) ve yogun olan bu sivimn daha
sonra kiimeler olusturarak opak partikiillere dontigtigi gdzlenmistir. Opak partikiller blastula
ve gastrula safhasindaki embryolarda daha ¢ok blastoderm gevresinde ve animal yan Kirede
yogunlaguklari gozlenmigtir. Bu opak partikillere ragmen normal embryolojik gelisimini
tamamlamis bir embryo sekil 8G'de gosterilmistir. Diisik konsantrasyonlara dogru g¢inko
kloriirde oldugu gibi PV'da pozlenen opak partikiiller azalirken embryolarin canh kalma
siiresinde de artis gozlenmistir. Yine ginko klorirde oldugu gibi yiiksek konsantrasyonlarda 96.
saatten sonra canh kalan embryolarda gikisin geciktigi ve koryon iginde 6lumin meydana geldigi
gozlenmistir. Cikistan sonra veya koryon i¢inde 6len embryo ve larvalarda gozlenen anomaliler:
veriebra defekti, 6dem ve hemorajik alanlardi. Anomali gosteren embryo ve larvalarda yuzme
hozuklugu gézlenmisgtir.

Soliisyon sertligi 10 mg/L CaCO, olan testlerde embryolarin ¢inko klorirde oldugu gibi
kadmiyum Kkloriire ¢ok daha hassas oldugu gizlenmistir. Bu sertlikie 100 mg/L kadmiyum
kloriirle yapilan testlerde embryolarin ilk saatler iginde 61digi, solisyon sentriliginin 100 mg/L
CaCO, oldugu aym kadmiyum kloriir konsantrasyonunda yapilan testlerde ise canlihigin 24 saat

kadar devam ettigi gozlenmistir.
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2. Ana Test Sonuglan

2.1 Cinko Kloriirle Yapilan Ana Test Sonuglar:

Cinko kloriirle bes ayn konsantrasyonda Zebrabalif'min blastula safhasindaki embryolan
kullamlarak yapilan 15 ginlik testlerin doz-yamt verileri Tablo 11I'de verilmistir,

‘Tablo 11, Cinke Kklorir kullamlarak Zebrabalfs embryolars ile 15 ginlik embryo-larvi estinden ehde edilen
dog-yanut verileri,

Test Cinko Kloriir | Embryo Finulde Finalde Anomali % Anomali Tipleri
No Konsant. Suyisi Canh % Oliim %
(mg/L)
1 Kontrol 30 96.6 (29) 33 () - B
0.1 30 100.0 (30) - ¥ _. =~
0.5 30 96.6 (29) 313 (1 33 Odem
1.0° 30 40.0 (12) 60.0 (18) 43.3 (13) Odem, vertebra defekii.
50 30 133 @) 86.6 (26) 76.6 (23) Odem, vertebra defekti.
10.0° 30 - 100.0 (30) 100.0 (30) Odem, veriebra defekii.
2 Kontrol 30 100.0 (30) -
0.1 30 100.0 (30) - . Odem
0.5 30 93.3 (28) 6.6 (2) 6.6 (2) Odem, vertebra defekii.
1.0° 30 43.3 (13) 56.6 (17) 36.6 (11) Odem, vertebra defekti,
5.0° 30 10.0 (3) 90.0 (27) 63.3 (19) Odem, vertehra defekii
10.0° 30 - 100.0 (30) 100.0 (30)
3 Kontrol 30 100.0 (30) - - -
0.1 30 100.0 (30) . 33 Hafif verichra defeku
0.5 30 100.0 (30) - - .
1.0° 30 56.6 (17) 433 (13 40.0 (12) Odem, vertebra defekti
5.0 30 6.6 (2) 93.3 (28) 76.6 (23) Odem, vertebra defekt
10.0° 30 - 100.0 (30) 100.0 (30) Odem, vertehra defekti
4 Kontrol 30 96.6 (29) 33 () a3 (M Vertebra defekti
0.1 30 100.0 (30) g # .
0.5 30 100.0 (30} - - -
1.0° 30 60.0 (18) 40.0 (12) 36.6 (11) Odem, veriehra defekii
5.0° 0 13.3 (4) 86.6 (26) 76.6 (23) Odem, vertebra defekti.
10.0° a0 - 100.0 (30) 100.0 (30) Odem, veriehra defekti.
5 Kontrol 30 100.0 (30) -
0.1 30 96.6 (29) 33 (D -
0.5 a0 93.3 (28) 6.6 (2) 6.6 (2) Odem
1.0° 30 533 (16) 46.6 (14) 40,0 (13) (Odem, vertehra defekti.
5.0 30 10.0 (3) 90.0 (27) 83.3 (25) Odem, vertehra defeku.
10.0° 30 = 100.0 (30) 100.0 (30) Odem, vertehra defekti,

(*) p<0,01, kontrol grubu ile 1.0-5.0-10.0 mg/L ginko Klorir konsantrasyonlar arasinda finalde dlum yozdesi yonanden
anlamli fark bulunmustur (Parantez igindeki saydar finalde canh, finalde olim ve anomali saydarm gistermekiedir),
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Kontrol grubu ile 0.1-0.5 mg/L ¢inko klorir konsantrasyonlarida yapilan test sonuglan
finalde 6lim yiizdesi yintinden kargilasinilditimda, aralarmda anlamh bir fark bulunamamigtir
(p>0.05). Buna karsilik finalde 6lim yiizdesi yontinden kontrol grubu ile 1.0 mg/L ginko klorir
konsantrasyonu karsilastinldifinda aralarinda anlamly bir fark oldugu bulunmugtur (x?=14.38,
p<0.01). Ayrica kontrol grubu ile 5.0-10.0 mg/L ¢inko klorir konsantrasyonlarindaki finalde
olim yiizdesi kargilasunldiginda da aralarinda anlamh farklar oldugu bulunmustur (siras: ile
x2=16.00, p<0.01; x*=14.81, p<0.01).

Gozlenen anomaliler; ddem ve vertebra defekti olup, bazi embryo ve larvalar bu
anomalilerin her ikisini birden gosterdigi gibi bazilari yalmz 6demli veya vertabra defektliydi
(Sekil 5). Cok ender de olsa hafif hemorajisi olan embryolarda gozlenmistir. Ancak hemoraji
ok yiiksek konsantrasyonlarda gdzlenmis olup gok bariz degildi. Cinko klorir koryondan gikisi

geciktirdigi igin bazi embryolarin vertabra defektli olup olmadiklarim gbrmek miimkiin olmad.

Sekil 5. Cinko Kloriirle temas eden embryolarda gortilen anomaliler; A-C-D-F. Vertabra defekui ve odemli
embryolar, B, Vertabra defektli embryo, I PV'da opak partikiiller.
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Kuyruk bilgesindeki anomaliler ve ddem koryon igindeyken gozlenebildigi halde: kyphosis.
lordoscoliosis ve scoliosis gibi vertebra defektleri embryo veya larva Koryon igindeyken
porilemedi. Cinki 1.0 mg/L ¢inko klorir ve daha yiiksek konsantrasyonlarda Koryondan ¢ikiy
peciktigi gibi bazen mmamen baskilannug ve koryon igi 6lim meydana gelmigtir. Tablo 1 deki
finalde dlim yizdeleri ve anomali yizdeleri sttinlarn inceiendiginde 1 nolu testeki yiizdelerin
aym olmadifn goriilmistir. Orneging 1.0 mg/L ginko kloriir konsantrasyonunda finalde oliim
yiizdesi 60,0, anomali yiizdesi 43.3"tir, Bu fark makroskobik olarak higbir anomali gistermeyen
embryo ve larvalarin élimiinden kaynaklanmaktadir, Benzer sonuglar Tablo VI'da da gortilebilir,

Her test igin probit analizi ile bulunan ve % 95 giivenlik simirlan iginde kalan LCq,
degerleri Tablo 1V'de verilmistir. Ortalama LCy, degeri 1.36 mg/L ¢inko Kloriir (tck bagina

ginko iyonu igin 0.65 mg/L) olarak bulunmugtur.

Tablo IV. Cinko klorir igin % 95 giavenlik simrlar iginde kalan LC,, dederleri.

Test No LCg Deferleri % 95 Giivenlik Sunrlart
1 1.275 0.791-2.076
2 1.213 0.751-1.975
A 1.447 0.894-2.362
4 1.639 1.010-2.679
5 1.254 0.777-2.044
Ortalama 1.363 0.844.2.227

Cinko kloriirin koryondan gikig zamam uzerine de etkili oldugu bulunmus olup; kontrol
grubu embryolarin ginlere gore ¢ikis sayilarina bakildiginda, kontrol grubundaki embryolarin
tamaminin en geg 6.giine kadar qikiglanm tamamladiklar, ancak 1 mg/L ¢inko Klorir
konsantrasyondaki embryolarin ¢ikigimin 12, giine kadar uzadifn ve aynca embryolarnin tamanmimn

koryondan gikmadigr gozlenmistir (Tablo V).



Tablo V. Kadmiyum klorir ve ginko klorar igin 1.0 mg/L Konsantrasyonda giinlere gire koryondan gikag sayim

(n=30).
Test Mudde Giinler
No Konsant.
(/1) 4. 5. | 6. b 8. 9. 10. | 1. | 12, 13. 14, 15
1 Kontrol 25 | 28| 30 - - z - .
1.0 €uC, = sl | = =1=1]= .
1.0 ZaCl, sl 2z Nm e A ]
2 Kontrol 28 [ 29130 5 <
1.0 CdCl, 1 |14af30 |- .
1.0 ZnCl, ) s 6 | - |1
3 Kontrul 21 |3 | - - - - B A = =
1.0 CdCl, 15 10127 |30 - -
1.0 ZnCl, s Ml f = i@ | B 0 || o ] ]
4 Kontrol 24 0] - - & a =
1.0 CdCl, 2 15 | 30 - - - - - a
1,0 ZnCl, -2 s a0y e |8 ] .
5 Kontrol 27 |30} - - - . = s
1.0 CdCl, 6 14|27 |28 | 29 - - - 2
1.0 ZnCl, . e d i aa] . o L= ] g 3
(*) Bu sayilardan sonraki embryolar koryondan hig gikamamuglardur.
2.2 Kadmiyum Kloriirle Yapilan Ana Test Sonuglar:
Kadmiyum Kloriirle alti ayn konsantrasyonda Zebrabalifi'mn blastula safhasindaki

embryolan kullanilarak yapilan 15 giinliik testlerin doz-yamit verileri Tablo VI'de verilmistir.

Kontrol grubu ile 0.05 mg/L kadmiyum kloriir konsantrasyonda yapilan test sonuglar

finalde 6liim yiizdesi yoniinden kargilagurildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamamigtr
(p>0.05).

Kontrol grubu ile 0.1 mg/L kadmiyum kloriir konsantrasyonda yapilan test sonuglar yine

finalde oliim yizdesi yoniinden kargilagtinildiginda aralarinda anlamh fark oldugu bulunmustur
(x2=12.90, p<0.05). Aym sekilde kontrol grubu ile 0.3-0.5-1.0-5.0 mg/L kadmiyum klorir

konsantrasyonlarindaki finalde 6liim yiizdesi kargilasuriidifinda aralarinda anlamh farklar oldugu
bulunmustur (sirasiyla x2=16.45, p<0.01; x2=19.72, p<0.001; x*=20.48, p<0.001).
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Tablo V1. Kadmiyum klorir kullamlarak Zebrabahgs embryolan ile 15 gantok embryo-larvi testinden elde edilen
doz-yamt verileri.

Test | Kadmiynm
No Kloriir Embryo Finalde Finalde Anomali % Anomali tipleri
Konsant. Sayis Canh % Ol %
(mg/L)
1 Rontrol k) 100.0 (30) < =
0.08 a0 100.0 (30) = = »
0.1 a0 20,0 (27) 10,0 (3) 10,0 (3) Vertehra defekii.
03" k1] 46.6 (14) 53.3 (16) S0.0 (15) Odem, vertebra defekn, hemoraji.
0.5" 30 13.3 (4) | B6.6(26) | 86.6 (26) Odem, vertabra defekti, hemoraji.
Lo 30 33 (1) 6(29) | 96.6(29) Odem, veriehra defekii, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt,
5.0" 30 : 100.0 (30) | 100.0 (30) Odem, veriebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
2 Kontrol 30 100.0 (30) - - =
0.05 30 100,0 (30) - - -
o0.r 30 93.3 (28) 6.6 (2) 6.6 (2) Vertehra defekii.
03" 30 30,0 9 | 700@n | 73322 Odem, veriebra defekii, hemoraji.
0.5 30 16.6 (5) 83.3 (25) 83.3 (25) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
1.0" 30 33 (n 96.6 (29) 93.3 (28) Odem, vertehra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
5.0" 30 - 100.0 (30) | 100.0 (30) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
3 Kontrol 30 100.0 (30) - - -
0.05 30 100.0 (30) - - 5
0.1° 30 93.3 (28) 6.6 (2) 6.6 (2) Verichra defekti.
0.3 30 366 (11) 63.3 (19) 53.3 (16) Odem, vertehra defekti, hemoraji.
0.5 30 10,0 (3) 90.0 (27) 90.0 (27) Odem, veriebra defekti, hemoraji,
: kraniyofasiyal defekt,
.07 30 33 () 96.6 (29) | 96.6 (29) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
5.0" 30 - 100.0 (30) | 100.0 (30) Odem, veriebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
4 Kontrol 30 100.0 (30) - - -
0.05 30 100.0 (30) = % -
0.1° 30 90.0 (27) 10.0 (3) 6.6 (2) | Verichra defekt.
0.3" 30 533 (16) | 46.6 (14) | 36.6(11) Odem, vertebra defekti, hemoraji.
05" 30 16.6 (5) 83.3(25) | 70.0(21) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
1.0 30 6.6 (2) 93,3 (28) | 90.0 27) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defeki.
5.0™ 30 - 100.0 (30) | 100.0 (30) Odem, veriehra defekti, hemaroji,
kraniyofasiyal defekt.
5 Kontrol 30 100.0 (30) . . -
0.05 30 96.6 (29) 33 () 33 (D Kraniyofasiyal defekt.
0.1 30 93.3 (28) 6.6 (2) 33 (N Vertehra defekii.
0.3" 30 33.3 (10) 66.6 (20) 56.6 (17) Odem, vertehra defekti, hemoraji.
05" 30 16.6 (5) 83.3 (25) 86.6 (26) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt,
1.o” 30 10.0 (3) 90.0 (27) | 96.6 (29) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
5.0 30 - 100.0 (30) | 100.0 (30) Odem, vertebra defekti, hemoraji,
kraniyofasiyal defekt.
(*) p<0.05 kontrol grubu :Ic 0.1 mul ‘dc (") p<0.01 ise 0.3-0.5-1.0-5.0 mg/L. kadmiyum klorir k yonlar
arasida finalde  Olim y ¥ n anlamh fark bul (Parantez ll.mf.ILL.: sayilar finalde l.JlIII.

fimalde olim ve anomali sayilanim gostermekiedir).
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Gazlenen anomaliler; ddem, vertebra defekti, hemoraji ve nadiren kKraniyofasival defekt
olup, bazi embryo ve larvalar bu anomalilerin bir kagim birarada gosterdigi gibi bazlar yalmz
Odemli veya vertebra defektliydi (Sekil 8). Odem gesitli sekillerde olup, gencllikle perikardiyal
ve peritoneal 6dem tarzinda oldugu, kafa ve poz gevresinde de meydana geldigi gozlenmigtir.
Vertebra defekteri de gesitli sekillerdeydi (kyphosis, lordoscoliosis, scoliosis gibi). Hemoraji

daha ¢ok bay ve povde bdlgesinde gozlenmigtir (Sekil 8D-8H).

sekil 8. Kadmiyum klorirle emas eden embryolardi goritlen anomaliler; Ao Asin ddemli embryo, B-C
Odem ve vertebra defekili embryolar, D, Hemoraji, ddem ve veriehra defekili embryo, E. Asin odemle koryonu yirtan
hir embryo, F. Vertebra defekui embryo, G, PV'da opak parikatler, 1. Hemorajik alan.

Her test igin probit analizi ile bulunan ve % 95 giivenlik simrlan arasinda kalan LCs,
degerleri Tablo V1'da verilmistir. Ortalama LCy, degeri 0.36 mg/L kadmiyum kloriir (tek bagina

kadmiyum iyonu igin 0.22 mg/L) olarak bulunmustur.



Tablo VI, Kadmiyum Klorir igin § 95 givenlik sirlan iginde kalan LCy, degerleri.

Test No LCy Deferleri G 95 Giivenlik Surlars
1 0.360 0.181-0.552
2 0,339 0.161-0.528
3 0.338 0.160-0,527
4 0.395 0.215-0.591
3 0.362 0.183-0.554
Oralama 0.358 0.180-0.550

Kadmiyum kloriiriinde ¢inko kloriir gibi koryondan gikis zamam tzerine etkili oldugu
buldu, Kontrol grubu embryolar ile 1.0 mg/L kadmiyum klorir konsantrasyonundaki embryolar
glinlere gore koryondan gikis yoninden kargilasunldifinda, 1.0 mg/L kadmiyum Kkloriir
konsantrasyonundaki embryolann % 99'unun koryondan ¢iktifi ve geg 8.giine kadar gikiglarin
tamamlandifn gbzlenmigtir (Sekil 6). Aynca 1.0 mg/L ginko kloriir konsantrasyonundaki
embryolarin koryondan ¢ikig zamammn 1.0 mg/L kadmiyum Kklorir konsantrasyonundaki

embryolardan ¢ok daha geg oldufu $ekil 6. ve Tablo V'de gorilmektedir.

2.3 Cinko Kloriir ve Kadmiyum Kloriiriin Beraber Bulundugu Seliisyonlarla Yapilan
Test Sonuglar

Cinko kloriir ve kadmiyum kloriiriin ii¢ defiisik konsantrasyon kombinasyonu ile yapilan
test sonuglari Tablo VIII'de verilmigtir.

Kadmiyum kloriiriin 0.5 mg/L konsantrasyonunda meydana gelen dlimler tizerinde ginko
kloriiriin koruyucu yonde bir etkisinin olup olmadifim gérmek amaciyla yapilan testlerde, ginko
kloriiriin Gi¢ farkh konsantrasyonu kullanilmigtir. Kadmiyum kloririin tek basina bulundugu 0.5
mg/L konsantrasyonundaki soliisyonlarla yapilan test sonuglarina gére ortaya gikan 6lim yizdesi,
ginko kloriir ve kadmiyum kloriiriin beraber bulundugu soliisyonlarla yapilan test sonuglarina
gore ortaya gikan 6liim yiizdeleriyle kargilagunldi. Her tig farkh konsantrasyon kombinasyonu
ile 0.5 mg/L kadmiyum klorir konsantrasyonundaki embryolarda gézlenen 6lim ytzdeleri

bakinundan anlamh bir fark bulunamadi (p>0.05).
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Tablo VIIL Kadmiyum Kloriir ve ginko Kloriirin beraber bulundudu solisyonlarla Zehrababge embryolan
kullamlarak yapilan 15 giinlik embryo-larva testinden elde edilen doz-yant verileri,

Test CdCly+ ZnCl, Embiryo Finalde Anomali
No Konsant. Sayist Cunh % %
(mp/L)
1 Kontrol 30 100.0 (30) -
0.5+1.0 30 3z 96.6 (29)
0.5+0.5 30 133 () 86.6 (20)
0.540.1 30 10,0 (3) 90.0 (27)
0.5 30 133 4) 86.6 (26)
2 Kontrol 30 100.0 (30) -
0.541.0 30 6.6 (2) 93,3 (28)
0.5+0.5 30 13.3 (4) 86.6 (26)
0.5+40.1 30 16.6 (5) 83.3 (25)
0.5 30 10.0 (3) 90.0 (27)
3 Kontrol 30 96.6 (29) 33 (1)
0.5+1.0 30 33 96.6 (29)
0.5+0.5 30 10.0 (3) 90.0 (27)
0.5+40.1 30 6.6 (2) 93.3 (28)
0.5 30 3 m 96.6 (29)
4 Kontrol 30 100.0 (30) -
0.5+1.0 30 10.0 (3) 90.0 27)
0.5+0.5 30 10.0 (3) 90.0 (27)
0.5+0.1 30 6.6 (2) 93.3 (28)
0.5 30 6.6 (2) 93.3 (28)
5 Kontrol 30 96.6 (29) azm
05+1.0 30 - 100.0 (30)
0.5+0.5 30 10.0 (3) 90.0 (27)
0.5+0.1 30 6.6 (2) 93.3 (28)
0.5 30 13.3 (4) 86.6 (26)
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TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada giz onine aliman hususlar toksikan olarak Kullamlan ginko Klorir ve
kadmiyum Kloriir igin LC,, degerlerinin ve heriki maddenin Zebrabalifn'mn embryolojik
geligimi tzerinde olugturabilecegi anomalilerin belirlenmesidir. Burada dikkat edilen ana
noktalar; (a) testin azami siiresi olup koryondan ¢ikigin heriki maddenin varlifinda uzamas
nedeniyle 15 giin olarak saptannugur; (b) kontrol grubu ile test gruplarimin siirvisi izerine;
(c) koryondan gikig siiresi Gizerine heriki maddenin ctkisidir.

Bu test sisteminde uygulanan standart iglem, test maddelerinin etkin doz diizeylerini
saptamak igin 6nce bir siir belirleyici test yapilmasi ve bunu simir belirleyici test ile
belirlenmis aralik iginde kalan 5-6 farklh konsantrasyondan olugan ana testin izlemesidir.

Cinko kloriir ve kadmiyum kloriirle yapilan siir belirleyici testlerde ok yiiksek
konsantrasyonlarda PV'da gozlenen opak partikiiller literatiir bilgileriyle uyumludur (10).
Opak partikiiller olusmadan 6nce blastomerler arasindan sizan yofun bir stvimn (Sekil 9)
ardindan blastomerlerin blastoderm tizerinde serbest hale gegmesi (Sekil 10) ve faz-Kontrast
mikroskobu ile yapilan incelemelerde bu sivimn sizmasindan sonra blatomerlerin
biitiinliiginde ve biiyiikliginde bir degigikligin olmamasi bize bu yofun sivinin ektraseliler
matriks olabilecegini diigiindiirdii. Bu yogun sivimn miktarinin gok fazla oldugu durumlarda
serbest hale gegen blastomerlerin opaklagarak 6ldigi ve gastrulasyonun tamamen
baskilandif1 gbzlenmistir.

Hiicre yiizeyi kompleks bir yapiya sahiptir ve hiicre dis1 ajanlara karst dzgil
reseptorler tasir. Bu tiir reseptorlerin meveudiyetini gosteren bir durumu hiicrelerarasinda
ishirligi kurulmasinda goriilmekiedir. Bir embryonun cesitli organlaninin hiicreleri
birbirinden aynldiktan sonra (ortamdaki Ca®* miktan azalulirsa hiicreler birbirinden
ayrilirlar) gesitli organlara ait hiicreleri kangurirsak, birbiri ile temasa geldiklerinde aym
orpana ait hiicreler birbirini tamirlar ve her organa ait hiicreler ayn kiimeler tegkil ederler
(33).

Hiicreler arasi ulasim bolgesinin tesekkiili ve gegirgenligi bazi faktdrlere baghdir. Bu

faktorler sunlardir;
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1. Kalsiyam iyonlicmm inteascliller ve ghstrascliler Konsantrasyonu. Normal oliak
hiicre iginde Ca®' konsantrasyonu hilcre dist sividakime kiyasla ok disgikuir, Huocre cine
kalsiyum iyonlan enjekte edilirse veya hiere dismdaki Kalsiyum iyonlan Konsintrisyonu
digtiriilirse hilerelerarast ulasim balgelerinin permeabilites kaybolur,

2. Hiereler birbirine baglayan fakwrler;

a. Hicre yiizeyinde glikoprotein tabiatinda bir maddenin meveut olmast,

b. Hiere diginda belirli bir konsantrasyonda Ca®' ve Mg®* bulunmasidir,

Hiicrelerarast ulagim bolgeleri, hicre biyamesi ve differansiyasyonunu kontrol eden
maddelerin hiicreden hiicreye gegmesini saglayan bir yoldur. Eksperimental embryolojinin
yillardir ima cutigi bir hakikat vardir ki bu, embryoda farkhlagma i¢in molekiillerin hiicreden
hiicreye diffizyonunu saglayan siki bir baglantumn meveut olmasi gerektigiydi (33).

Ayrica kadmiyumun Ca** kanal blokeri olmasi (26), kalsiyum iyonununda hicre
adezyonu ve hiicre iskeletinin idemesi igin hayati oneme sahip olmasi (52) gibi bilgiler,
yilksek konsantrasyonlardaki kadmiyum Klorirle muamele edilen blastula safhasindaki
embryolarda gozledigimiz durumun, ekstraseliler ortamdaki Ca®* 'la yangacak kadmiyum
iyonlarima bagh olabilecegini disindirmektedir. Aym durumun ¢inko Klortirin yiksck
konsantrasyonlarinda da gozlenmesi, kadmiyum, kalsiyum ve ginko iyonlan arasindaki
benzerlik nedeniyle olabilir. Bu konunun aydinlatlmasinda elektron mikroskobi ile yapilacak
incelemeler daha faydali olabilir,

Ancak kadmiyum kloriirle yaplan testlerde bu durumun gozlendigi konsantrasyonun
¢inko kloriir konsantrasyonundan iki ug kat daha digiik olmasi kadmiyum kloririn ¢inko
kloriirden daha toksik oldugunu disindirmekiedir.

Cinko kloriirle yapilan test sonuglarina gore; ¢inko klortr daha ¢ok koryondan gikig
zamanm dzerine etkili olup; aym konsantrasyonda kadmiyum klortirle yamlan test sonuglan
karsilastinldiginda (Tablo V), ¢inko Kloriran koryondan ¢ikig zamam Uzerine Kadmiyum
Kloriirden daha etkili oldugu bulunmusgtur. Cinko klorirle ilgili olan bu bulgu literatir bilgisi

ile uyumludur (10).
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Sl‘l-iﬂ 9. Cok yuksek konsantrasyontardaki kadmiyum klordr ve ginko Klorurle wmas eden hlastula
safhasindaki Zebrabalfy embryolarmda hlasiomerler arasindan stzan yogun sivi (3 310, puavi filtre, faz-komrasi
nuikroskop),

Sekil 10, Cok yuksek konsantrasyonkardaki kadmiyum Klordr ve ¢inko Klorurle wmas eden hlasiuly
saflasindakt Zebrabahin embryolannda blastomerterm blastodermden aynbmaya baglamas (33510, san filue, fuz
kontrast nukroskop)



Koryondan ¢ikig zamani Gizerine ¢inkonun geciktirici yondeki bu etkisinin, koryondan
¢ikig sonrasi ¢iplak kalacak embryonun maddeyle temasim geciktirmeye ve onu korumaya
yonelik veya toksikan tarafindan indiiklenen muhtemel osmoregiilator bir kanigikhga karsi
embryonun perivitellin sivi ve koryon tarafindan korunmasina yénelik bir mekanizmadan
kaynaklanabilecegi ileri siirilmektedir (10). Cinkonun 100’den fazla enzimin kofaktori
olmasi, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ile ilgili enzimlerin ¢ofunun ¢inko
metalloenzimler olmasi (1) ve ginkonun teratojenisitesinin iglergesindeki en olasi
aciklamalardan birinin DNA sentezinin agir1 miktardaki ¢inko varliginda veya ¢inko
eksikliginde inhibisyona ugramasi (12), bize ¢inkonun embryonun koryandan ¢ikabilmesi igin
gerekli olan hatching (gikig) enziminin (29) sentezinde veya galismasinda bir inhibisyona
neden olabilecegini diiglindiirmektedir. Ayrica vertebra defektli ve 6demli olan embryolarda
miiskiiler aktivitedeki azalmanin da gézoniinde tutulmasi gerekir. Ciinkii koryondan ¢ikista
kuyrugun koryona yapacag vurug darbeleride gereklidir.

Kadmiyum kloriirle yapilan test sonuglarina gore; koryondan gikis zamam {izerine
kadmiyum Kloriir ¢inko kloriir kadar olmasada yine geciktirici bir etkiye sahip oldugu
godzlenmistir. Kadmiyum kloriiriin koryondan gikisi geciktirmesi yine ¢inko kloriirdekine
benzer nedenlere bagh olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cinko kloriir ve kadmiyum kloriirle yapilan testlerde embryolarda gézlenen
anomaliler; kadmiyum kloriirde gézlenen hemorajik alanlarin fazlalifi disinda ayniydi. Ortak
anomaliler, 6dem ve vertebra defekti olup, 6demli embryo ve larvalarda genellikle vaskiiler
sirkiilasyonda diizensizlik ve durgunluk goézlenmistir.

Kadmiyum kloriirle yapilan testlerde gozlenen hemorajik alanlanin kiigiik kan
damarlarinda meydana gelen endoteliyal harabiyete bagh olabilece§i diisiiniilmektedir. Ciinkii
laboratuvar memelileriyle yapilan in vitro testlerde yiiksek konsantrasyonlarda kadmiyum
injeksiyonundan Kkisa bir siire sonra periferal sinir sisteminin ve testislerin kiigiik kan
damarlarinda endoteliyal harabiyetlerin meydana geldigi gozlenmistir. Ayrica tek bir
kadmiyum injeksiyonuyla puberte dncesindeki siganlarda ovaryumlarda ve testislerde
hemorajiler ve nekrozlar meydana getirilmistir. Kiigik damarlarda meydana gelen bu
harabiyet sonucu kapiller permeabilitede bir artis ve buna bagl sivilarin ve kan plazma

maddelerinin vaskiiler kagigina bagli 6dem, iskemi ve artan kapiller kan akimina bagh
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olarakia testikiiler hiicre nckrozu goriilmiistiir. Ayrica gebe farelerde kadmiyum
verilmesinden sonra plasental kanama ve fetal dlimlerin meydana geldigi gozlenmistir (48).

" Dana aortik diiz kas hiicre kiiltiirinde GAG degisiklikleri konusunda yapilan
arastirmalar; kadmiyumun sitotoksik etkisine bir cevap olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
GAG sentezinin artigim ancak bunlarin siilfatlanmasinin azaldigim gostermistir. Bu ¢alisma
kadmiyum, bismut, kobalt, bakir, kursun, mangenez, nikel ve ginko ile yapilmig olup yalmz
kadmiyumun bu etkiyi gosterdigi bulunmustur. Benzer degisikler insan aortik diiz kas
hiicrelerinde de gorilmistlir. Kadmiyumun neden oldugu vaskiiler dokudaki harabiyete kars
bir defansif yamit olarak gelisen bu olay, kadmiyumun metalle indiiklenen aterosklerosisin bir
komponenti olabilecegini gostermektedir (23). Testlerimizde gézlenen hemorajik alanlarin,
belkide ateroskleroz gelisen embryolardaki kapillerlerin frajilitesindeki artiga bagh
olabilecegi diigtiniilmektedir.

Cinko kloriir ve kadmiyum Kkloriirle yapilan testlerde gdzlenen ortak bir anomalide
6demdi. Bu bulguda literatiir bilgisiyle uyumludur (6,12). Laboratuvar memelileri
kullamlarak kadmiyumla yapilan ¢aligmalarda; kadmiyumun uzun siirede 6ncelikle bobrekler
ve aym zamanda karaciger lizerinde, kan yapiminda, immiin sistemde, iskelet ve
kardiyovaskiiler sistem ilizerinde etkilere neden oldugu bulunmusgtur (48).

Kedi ve sicanlara yiiksek oral dozlarda kadmiyumun bir kag ay boyunca verilmesinden
sonra renal lezyonlar olustugu ilk kez Prodan ve Wilson tarafindan bildirilmistir. Prodan bu
lezyonlarin proksimal tiibiil epitelinde degisik derecelerde deskuamasyon seklinde oldugunu
bildirmistir. Kronik kadmiyum zehirlenmesinde kritik bir organ olan bibrekte meydana gelen
renal tiibiiler bozukluk nedeniyle genellikle proteinlerin, gliilkozun ve amino asitlerin
reabsorbsiyonu bozulur. Buna bagli olarak proteiniiri, glikoziiri ve aminoasitiiri gelisgtigi
gézlenmistir (48). Idrarla protein kaybi plazma proteinlerinin karaciger tarafindan
sentezlenme hizini agabilir. Sonugta gelisen hipoproteinemi onkotik basinci diigiiriir ve
dokularda 6dem sivis1 birikirken plazma hacmi azalir (18).

Kadmiyum kloriirle yapilan testlerimizde gézlenen 6demin nedeninin embryolarin
bobreklerinde meydana gelen benzer bir harabiyete bagh bagli olabilecegi digiiniilmektedir.
Ayrica kadmiyumun karacigerde harabiyet yapmasi, kan basincinda degisikliklere neden

olmasinin da bu 6deme katkida bulunabilecegi diisiinilmektedir.

46



Hayvanlarda kadmiyumun hipertansiyona yol agdigina dair gok Kkesin veriler
olmamakla beraber, kadmiyuma maruz kalmus is¢ilerden elde edilen sonuglar vardir.
Kadmiyuma maruz birakilan bazi hayvanlarda kan basincinda artis ve miyokard iizerinde bazi
etkiler gozlenmistir. Igme suyunda 5.0 mg/L kadmiyum olan siganlarda miyokardda
clektrokardiyografik ve biyokimyasal degisiklikler, miyokard fonksiyonlarinda bozulma
gozlenmistir. Bu etkilerin, miyokardin yiiksek encrjili fosfat stogunun azalmasina bagh
olarak miyokardiyal kontraktilitenin azalmasiyla ilgili olabilecegi goriigii hakimdir (48).

Her iki maddenin varhiginda gozlenen anomalilerden biride vertebra defektiydi. Bu
bulgularda literatiir bilgisiyle uyumludur. Bu tiir zararlara yol agacak muhtemel
mekanizmalardan birinin kollajen sentezindeki inhibisyona bagl olarak erken vertebral
gelisme evresinde skleretomlarin defektli gelismesinin sonucu olabilicegi ileri siiriilmektedir
(5).

Embryonik tavuk femuru kullamlarak kadmiyum ve g¢inkoyla yapilan bir kiiltiir
sisteminde, asiri miktardaki ¢inkonun kalsifikasyon iizerinde inhibitor etkiye sahip olmasina
ragmen, kadmiyumun neden oldugu matriks formasyonundaki azalmay: da 6nledigi
gosterilmistir. Cinko ve kadmiyumun tavuk femur kiiltiiriinde indiikledigi degisikliklerin
osteomalacia, kemik mineralizasyonunda azalma, matriks formasyonunun suprese olmasi
veya olmamasi gibi degisikliklerden ibaret oldugu gosterilmistir (23).

Muhtemel olusum nedenleriyle aciklamaya galistigimiz bu tiir anomalileri gésteren
embryo ve larvalarin tamamina yakini 6lmiistiir. Ayrica ¢ok az sayida da olsa makroskobik
olarak hicbir anomali gostermeyen embryo ve larvalarinda 6ldiigi gorilmistiir. Yine gok
hafif anomalisi olan bazi embryo ve larvalarinda canliligim siirdiirdiigi gorilmigtiir.

Testlerimizi 15 giin siireyle yapmamizin nedeni yiiksek konsantrasyonlarda geciken
cikis1 beklemek, ¢ikis1 geciken embryolarin akibetini ve ayrica ¢ikis yapmis ancak anomalisi
olan embryo ve larvalarin beslenebilme yeteneginde olup olmadiklarim gérmekti.

Anomali gdsteren embryo ve larvalarda meydana gelen 6limlerin muhtemel sebebinin
(en azindan 15 giinliik zaman zarfinda) larvalarin ylizme yeteneklerinin bozukluguna ve
kaybina, ayrica olfaktory yapilarinda hassasiyet kaybina bagli olarak beslenememeleri
olabilecegi diistinilmiigtiir. Ciinkid larvalar hareketsiz olmalarina, ekstra 6demli veya agir

vertebra defektli olmalarina ragmen yolk keseleri tiikeninceye kadar canlihgini
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stirdiirmiiglerdir. Yine ¢ikigt tamamen baskilanan kKoryon igindeki embryo ve larvalarda da
kalp atiglar1 yolk keselerinin tiikendigi 13-14 ve 15.giinlere dogru durmaya baslanugtir,

Cinko Kloriir icin buldugumuz LC,, degeri ortalama olarak 1.36 mg/L’dir (tek basina
¢inko iyonu icin 0.65 mg/L); kadmiyum klorir igin LC, isc, 0.36 mg/L. dir (tek bagina
kadmiyum iyonu igin 0.22 mg/L). Bu degerler kadmiyum klortiriin ¢inko kloriirden ¢ok daha
toksik oldugunu gostermektedir. Alabalik embryolanyla statik yenileme sistemi ile yapilan
caligmalarda kadmiyum igin LCy, degeri 0.14 mg/L, ¢inko igin ise, 1.12 mg/L olarak
bulunmustur (alabalik embryolarinin koryondan ¢ikig siiresi 24 giin olup bu testler ¢ikigtan
sonra 4 giin daha siirdiirilerek yapilmistir), (5). Fathead minnow’la yapilan 8 giinliik
testlerde ¢inko igin LC,, degieri ortalama olarak 0.04 mg/L olarak bulunmustur (6). Yine
aym balikla yapilan 6 giinliik testlerde ginko igin LCj, degeri 3.6 mg/L, kurbaga embryosu
icin 4 gilinliik testte LCs, degeri 34.5 mg/L olarak bulunmustur (12).

Bu degerler test kogullarinin, test siiresinin ve kullanilan organizmanin tiirliniin
bulunacak LCs, degerleri lizerinde etkili oldugunu gdstermektedir.

Calismamizda 8.giinden itibaren yumurta sarist ile besleme yapilmiguir. Bu islem
kullandigimiz testi kullanigsiz kilmaktadir. Ancak testi yapacak kisilerin bu konuda yapacagi
birka¢ 6n ¢alisma bu islemin bazi noktalara dikkat edildigi taktirde tehlikeli olmadifim

gosterecektir (dikkat edilecek noktalar materyal ve metodda anlatilmistir).
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