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Bu calismada, Anatoxin-a’ nin, erkek fareler iizerindeki subakut
etkilerinin ortaya konmasi amac¢lanmistir. Ayrica ¢alismamizda, toksinin in
vitro bakteri testleriyle mutajenitesi Serratia marcescens mutasyon testi ile
ortaya konmustur. Anatoxin-a, Anabaena, Aphonizomenon ve Oscillatoria
cinslerine ait tiirler tarafindan iiretilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan Anatoxin-a’ nin genotoksik etkisine iliskin yeterli derecede

caligmalar bulunmadig: bildirilmistir.

Toksinin 3 farkli konsantrasyonu (50 pg/ kg, 100 pg/ kg ve 150 pg/
kg) ve kontrol grubu (0.1 ml serum fizyolojik / fare) ile birlikte toplam 4 grup
olusturulmustur. Her giin ayn1 saatte, farelere intraperitonal olarak toksin
enjekte edilmistir. Deneme siiresi sonunda, farelerden kan, beyin, bobrek ve
testis Ornekleri alinmustir. Yapilan biyokimyasal, histolojik ve mikroskobik
incelemeler  sonucunda; uygulanan  toksinin kan  biyokimyasal
parametrelerinde belirgin bir degisim goézlenmemekle birlikte, 150 pg/ kg
uygulanan grupta glikoz degerinde anlamli bir degisim oldugu goriilmiistiir.
Testislerde yapilan histopatolojik incelemelerde ise; tubuli seminiferi
contorti’ lerde doz artisina bagl olarak sekil bozuklugu, intersitisyumda yer
yer bag dokusu kalinlagsmalari, defektif tubul, spermatojenik hiicre serilerinde
dejenerasyon ve buna bagl hiicre kayiplari, bazal lamina ve intercellular
ayrisma, piknotik niikleus, germ hiicre kaybina rastlanmistir. Ayrica; cauda
epididimis agirliklarinda doza bagh olarak azalma ile birlikte sperm sayisinda
belirgin azalmalar kaydedilmistir. Bakteri mutajenite testinde ise; Anatoxin-

a’ nin konsantrasyona bagli olarak Serratia marcescens’ in liremesi lizerine
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bakterisidal bir etki olusturdugu ve 100 pg/ L ve iizeri konsantrasyonlarda ise

mutajenik oldugu saptanmustir.

Uygulanan anatoxin-a adli maddenin iireme sistemi iizerine toksik
etkisi, ayrica genotoksik ve mutajenik etkisi ortaya konmustur. Sonugta bu
calisma ile anatoxin-a’ nin toksisitesine ait degerli bilgiler bulunmustur. Bu
ve buna benzer ¢aligmalar neticesinde anatoksin-a maddesi hem tipta hem de

eczacilikta daha fazla kullanim alan1 bulacagina inaniyoruz.

Anahtar Kelimeler: Mavi —Yesil Algler (Bakteriler), Anatoxin-a, Toksin,

Gentoksisite, Mutajenite, Histopatoloji, Testis.
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ABSTRACT
DETERMINATION OF SUBACUTE EFFECTS OF
ANATOXIN-A ON MALE ALBINO MICE
KARAASLAN, Muhammet Ali
Msc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. M. Giinnehir Oguz
August 2006, 66 pages

In this study, we aimed to find out subacute effects of anatoxin-a on
the male mice. Also in our study we try to find the mutagenity of toxin by
one of the in vitro bacteria tests that called “ Serratia marcescens Mutation
Test”. Anatoxin-a is produced by Anabaena, Aphonizomenon and
Oscillatoria species. World Health Organisation (WHO) declared that there
is not sufficient informations about genotoxicity of anatoxin-a. .

Three different concentration of the toxin (50 pug/ kg, 100 ug/ kg and
150 pg/ kg) and one control group (0.1 ml physiological water / mouse) is
designed for the experiment. Everyday periodically intraperitonal injection is
administrated to the mice. At the end of experiment, blood, brain, kidneys
and testes samples are taken. In biochemical, histological and microscobic
examinations we find out that, there is no signifficant changes in blood
parameters except glycose level. It was different in 150 pug/ kg dose group
according to control group. The histopathological findings in testes are, in
tubuli seminifer contorties according to increasing doses there were
degenerations in shape, thickness in connective tissue in some area of
intersitisium, defective tubul, degenerationsin spermatogenetic cell lines and
because of this cell losts, basa lamina and intercellular disassociation,
picnotic nucleus, germ cell losts. Also, in cauda epididymes as increasing
doses there is signifficant decreases in weights and sperms count. In bacteria
mutagenity test, depend on concentrations, anatoxin-a has a affects on growth
of Serratia marcescens like bacterisidal chemicals and mutagenic effects at
the 100 pg/ L and above dose levels.
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We can conclude that, anatoxin-a has a toxic effects on reproductive
system also has a genotoxic and mutagenic characters.
Keywords: Blue — Green Algae (Bacteria), Toxin, Anatoxin-a, Genotoxicity,
Mutagenesis, Histopathology, Testes.
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1. GIRIS
1.1. Toksin Nedir?

Belirli bir derisimin {istiinde, girdigi organizmanin yasamsal
fonksiyonlarmi sekteye ugratan veya tamamiyla durduran, organik veya

3

inorganik maddelere “zehir” denir. Zehir, hiicrelere ve yasayan dokulara
kimyasal ya da biyokimyasal nitelikte zararlar veren her tiirli maddedir.
Zehrin en tipik Ozelligi bu zararli etkisini en kiigiik dozlarda bile
gostermesidir. Toksin ise, canli sistemlerce {lretilen dogal zehirlerdir.
Toksinler, kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarina ve yerlerine gore,
ayrica toksini iireten canli grubuna veya toksinin zarar verdigi hiicre veya
sistemlere gore ¢esitli siniflara ayrilabilir (Whitton ve Potts, 2000; Chorus ve

Bartram, 1999).

Dogada ¢ok sayida organik ve inorganik madde bulunmaktadir ve bu
maddelerden herhangi birisinin zehir olarak kabul edilmesi i¢in bazi temel
etmenler vardir. Toksik bir maddenin etkisini gosterebilmesi igin Oncelikle
canli sisteme girmesi gerekir. Memeliler agisindan; deri ile temas, havadan
solunum yolu ve gida maddeleri baslica toksin giris yollaridir (Kamrin, 1988)
(Sekil 1.1). Canli sisteme giren miktar ¢ok Onemlidir yani; “maddenin
zehirliligini dozu belirler”. Bazi zehirler, diisiik dozda kullanildiginda tedavi
edici maddeler olsalar bile, yiliksek dozda kullanildiklar1 zaman 6ldiirticii etki
yaparlar. Paraselsus (1493 — 1541) "Tum maddeler zehirdir, ilaci zehirden
ayiran dozudur" diyerek zehire doz kavramini getirmistir. Diger etken ise

organizmanin toksine maruz kalma siiresidir.

Canlilar, metabolik faaliyetler sonucu primer ve sekonder maddeler
tiretebilirler. Primer metabolitler canli i¢in mutlaka var olmasi gereken
bilesiklerdir. Sekonder metabolitler ise, canliligin siirdiiriilmesi i¢in yardime1
bilesiklerdir. Canlilarin, iiretip depoladigi bazi sekonder metabolitler diger
canli sistemler acisindan zehirli etki gosterebilir. Boylelikle canlinin

sekonder metaboliti bir digeri icin toksin olabilmektedir (Cizelge 1.1). Bu



ozelliklerinden otiirii eski ¢aglarda Romalilar ve Yunanlilar lekeli baldiran
(Conium maculatum), Su baldirani, Kurtbogan, Giizelavratotu, Seytan elmasi
(Tatula) gibi bitkileri, mantarlari, bunlarin disinda akrep, yilan ve
karakurbagas1 zehirlerini genelde avcilikta, savasta ve idam cezalarinin

infazinda kullaniliyordu.

KA NAKLAR BULASMA ¥ OLLARI TOKSIK MADDENIN
DAGILIMI
4 ;
andl e ik
A S’cnlun‘um ElJEL ! Hucre
g |
Temas
'@' k Karacijerde
Sindirim metabolizasyaon

absorbsiyon 1"/\
Bogaltim @
Babrekten atiim

Sekil 1.1. Toksinlerin insan viicuduna giris yollar1 (McLaughlin Centre, Institute
of Population Health, University of Ottawa, 2006).



Cizelge 1.1. Canli Gruplan ve {irettikleri baz1 toksinler (Whitton ve Potts,
2000; White ve ark 2005; Cevre ve Orman Bakanligt Orman Genel

Miidiirliigli Yayinlari, 2006 kaynaklarindan derlenmistir).

Canli Grubu Urettigi Toksin Etkisi
Cyanobacteria Anatoxin, Paralytic Norotoksik,

= Selfish Poison (PSP), | Hepatotoksik, Sitotoksik

% Microcystin

~—

§ Actinobacteria Difteria Toxin Norotoksik
Clostridia Botulinum Norotoksik
Tricholomataceae | Coprine Disulfiram benzeri

E reaksiyonlar

L :

*2 Lepiotaceae Ibotenik asit Norotoksik

=

= | Amanitaceae Amanitin Hepatotoksik
Ranunculaceae Aconitine Norotoksin
Leguminosae Abrin Sitotoksik

o

= | Euphorbiaceae Monguine Sitotoksik

=

Z | Amaranthaceae | Okzalat ve Nitrat Sistemik Etki

Bilesikleri

Asteraceae Belirlenememis Sistemik Etkili
Colubridae Three finger Toxin Norotoksik

. | Viperidae GBL toxins Galaktoza baglanan

= Lektin

=

2 | Amphibia Tetratoxin Norotoksik

<

= | Loxosceles Loxnecrogin Dermonecrotic
Scorpionida a- toxin Norotoksik




1.2. Siyanobakteriler (Mavi -Yesil Algler) ve Toksin Uretimi

Diinyada, fotosentez sonucu O, ¢ikarma yetenegini ilk kazanan
canlilar olarak bilinen siyanobakteriler (mavi - yesil algler), yaklagik 3.5
milyar yildir yani Pre-Kambriyen déneminden beri yasamaktadir (Humm ve
Wick, 1980; Bryant, 1994). Mavi-yesil algler, hiicresel farklilasma
gostermeyen, zarla g¢evrili nukleus ve organelleri olmayan prokaryotlardir
(Fogg ve ark., 1973).

Primer iiretici olmalari nedeniyle olduk¢a biiyiik dneme sahip olan
mavi-yesil algler, ortam sartlarinin uygun olmas1 durumunda aniden biiyiik
bir hizla ¢ogalarak bulunduklar1 habitati kaplayabilme yetenegine sahiptirler
(Chorus ve Bartram, 1999). Ani alg ¢ogalmasi denen bu olayda, N ve
ozellikle P  gibi  besleyicilerin  derisimlerinin  artmasiyla  algler
populasyonlarini son derece seri bi¢imde sayica arttirirlar. Bu durum
ozellikle sucul ortamlarda ekolojik agidan biiyiik sorunlara neden olur. Ani
alg cogalmasinin meydana geldigi sucul ortamlarda 1sik girisimi azalir,
ortamdaki inorganik madde derisimi diiser ve en Onemlisi aerobik hayatin
olmazsa olmaz kosulu olan O, biiyiik bir hizla azalir. Bu da ortamdaki tiim
aerobik canlilar gibi baliklarin da 6liimiine yol agar. Ozellikle durgun sularda
anaerobik stirecler hiz kazanir ve Otrafikasyonla beraber su kalitesi biiyiik

oranda diiger ve kullanilamaz hale gelir.

Mavi - yesil alglerin bir diger ekotoksikolojik etkisi ise; toksin
tiretmeleridir (Whitton ve Potts, 2000). Bu gruba dahil canlilardan bazilari
norotoksik ve hepatotoksik maddeler iiretmektedir. Ozellikle ani alg
cogalmasi ile birlikte gelen bu toksin iiretimi, o habitatta yasayan tim
canlilar etkilemektedir (Codd ve ark., 2005). Mavi - yesil alglerin kapladigi
sular, goriintii ve koku acisindan son derece kotiidiir. Anatoxin-a agisindan
baktigimizda asil sorun bu ani ¢ogalma degildir. Tatli su kaynaklar1 veya
barajlarda meydana gelen mavi - yesil alg hiicreleri; ani ¢ogalma meydana

getirdikten sonra, ya kendiliginden bozunma siireclerine girerler veya bakir



stilfat gibi cesitli kimyasal uygulamalar ile yapay olarak parcalanirlar
(Chorus ve Bartram, 1999). Hiicrelerin parcalanmasiyla hiicrelerin i¢indeki
toksin serbest hale gecer ve suya karisir. Boylelikle su, renk ve koku
acisindan diizelirken toksin derisimi acisindan tehlikeli hale gelir. Toksik

siyanobakteri populasyonlari tiim diinyada yaygin olarak gdoriilmektedir
(Cizelge 1.2)

Cizelge 1.2. Cografik olarak toksik siyanobakterinin ani ¢ogalmasi (Codd ve
ark. 2005).

Avrupa Belcika, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya,
Finlandiya, Almanya, Hollanda, Irlanda, Yunanistan,

Portekiz, Ukrayna, Ingiltere, Rusya ve Tiirkiye

Amerika Arjantin, Bermuda, Brezilya, Kanada ve Sili

Orta Dogu ve Asya | Hindistan, Israil, Giiney Kore ve Suudi Arabistan

Afrika Maisir, Etiyopya, Kenya ve Gliney Afrika

Antarktika Denizi | Atlantik okyanusu, Baltik Denizi ve Hint Okyanusu

Mavi - yesil alglerce yani Siyanobakterilerce iiretilen toksinlere
siyanotoksin denir (Cizelge 1.3). Siyanotoksinler etki mekanizmalarina gore;
hepatotoksinler, norotoksinler ve sitotoksinler (Whitton ve Potts, 2000),
kimyasal yapilarina gore ise; siklik peptidler, alkaloitler ve lipopolisakkaritler
olmak tizere siiflandirilirlar (Chorus ve Bartram, 1999). Ek olarak; bazi
siyanobakteriler daha az toksik olan lipopolisakkarit ve diger potansiyel
farmakolojik kullanimli sekonder metabolit iiretirler. Siyanobakterilerle
kontamine olmus suyun 6ldiirticii dozu, hiicresel konsantrasyonuna ve toksin
tipine ayrica toksine maruz kalma yoluna ve zehirlenen canlinin yas, cinsiyet
agirlik gibi ozelliklerine baglidir (Carmichael, 1994). Toksisite ile en gok
anilan tirler; M. aerginosa, Oscillatoria, Aphanizemenon flos aquae,



Anabaena flos aquae,
1993).

Cizelge 1.3. Bazi mavi - yesil algler ve tirettikleri toksinler(Ross, 1994)

Planktothrix agardhii ve Lyngbia’ dir (Crayton,

Cins

Urettigi Toksin

Anabaena

Anatoxin-a, Microcystin, Saxitoxin, LPS

Anabaenopsis

Microcystin, LPS

Anacystis

LPS

Aphanizomenon

Saxitoxin, Cylindrospermopsin, LPS

Cylindrospermopsis

Cylindrospermopsin, Saxitoxin, LPS

Hapalosiphon

Microcystin, LPS

Lyngbia Aplysiatoxin, Lyngbiatoxin-a, LPS
Microcystis Microcystin, LPS

Nodularia Nodularin, LPS

Nostoc Microcystins, LPS

Phormidium (Oscillatoria)

Anatoxin, LPS

Planktothrix (Oscillatoria)

Anatoxin, Aplysiatoxin, Microcystin,
Saxitoxin, LPS

Schizothrix

Aplysiatoxin, LPS

Trichodesmium

Tam olarak bilinmemekte

Umezakia

Cylindrospermopsin, LPS

LPS: Lipopolisakkarit

Siyanobakterilerin hangi ¢evresel kosullar altinda toksin iirettigi tam

olarak bilinmese de bu toksinlerin sentez yollar1 daha agik hale gelmistir.




Kiigiik siklik yapilar1 ve aminoasit yapisindaki anormallikler bu peptitlerin
ribozom disinda (non-ribozomal peptid) sentezlendigini gostermistir.
Ribozom diginda sentezlenen peptitleri iceren enzim Peptit Sentetaz, modiiler
yapiya sahiptir. Her bir modiil tek bir peptid sentaz biriminin bilgisini igerir.
Siyanobakteriyel strainlerin toksin {lretebilme yetenekleri peptit sentazi
kodlayan genelere ve bu genlerin belirli ¢evresel kosullar altinda

ekspresyonuna baglidir (Chorus ve Bartram, 1999).

1.3. Anatoxin- a

Anatoxin-a, Anabaena ve diger bazi mavi - yesil alg tiirleri tarafindan
tiretilen, ¢ok gii¢lii alkoloid yap1 gdsteren bir toksindir. Anatoxin-a tropan
bagli bir alkaloid toksindir. 165 dalton molekiiler agirliginda, bisiklik
sekonder amin, 2-asetil-9 azabisiklo [4.2.1] non-2 en kimyasal yapisina
sahiptir. Anatoxin-a, hiicre igerisinde, ornitin dekarboksilaz enzimi
aracilifiyla putreskin {lizerinden ornitinle sentezlenir. Kii¢lik bir molekiil
oldugundan, agiz yoluyla alindiginda ¢ok kisa bir siirede absorbe olur (Duy
ve ark., 2000). Anatoxin-a kolinesteraz enzimi tarafindan hidrolize edilemez.
Ciinkii bu toksin ester bagi olusturmamaktadir (Kofuji ve ark., 1990). Yazil
kayitlara gore; dogada bu tiir mavi - yesil alg tiirlerine ait 6liimle sonuglanan
ilk olay 1878 yilinda gergeklesmistir (Whitton ve Potts, 2000). Mikro algal
toksinlerin hem denizlerde hem de nehirlerdeki etkenleri; son yillarda
belirgin bir sekilde artmis ve zehirlenme olaylar1 tiim diinyada daha yaygin
hale gelmistir (Codd ve Beattie, 1991; Keevil, 1991).

Mavi - yesil alglerin alkoloid toksinleri arasinda Anatoxin, zehirlilik
acisindan ilk siralarda yer alir. Bu toksin alinan miktara bagli olarak, 4 dakika
gibi kisa siirede dliimlere yol agtigindan “Cok Hizli Oliim Etkeni” olarak
adlandirlmistir (Edwards, 1999). Toksik etkiye sahip olmasina ragmen,
anatoxin ve analoglar tip ve farmokolojik alanlarda olduk¢a genis kullanim
alanma sahiptir. Asetilkolin reseptdrlerine geri doniisiimsiiz bir bigimde

baglandigindan reseptdr ¢aligmalarinda ve ndromuskular olaylarin



anlagilmasinda gergekten anatoksin essiz olanaklar sunmaktadir (Edwards,
1999). Bu tiir caligmalar o6zellikle, Alzheimer gibi norodejeneretif
hastaliklarin tedavisinde yeni ilaglarin bulunmasinda 6nemlidir.  Kimyasal
yapisina bakildiginda degisik bir bisiklik alkaloid yapida oldugu goriilmiistiir
(Sekil 1.2).

=T

Sekil 1.2. Anatoxin-a’ nin kimyasal yapisi.

1.3.1. Anatoxin-a’ nin Etki Mekanizmasi

Anatoxin-a, sinir sistemini bozan, genellikle solunum kaslarinda
uyusmalar sonucu Oliime neden olan kuvvetli bir nodrotoksindir.
Norotransmitter (sinir iletici kimyasallar) asetilkolin gibi davranarak geri
dontistimsiiz bi¢imde nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanarak —etki
gosterdigi bilinmektedir. Sinir hiicrelerinden asetilkolin salgilanir. Salgilanan
asetilkolin ilgili reseptore baglanir. Bu baglanma ilgili sodyum kanallarinin
acilmasina neden olur. Sodyum iyonlarinin hareketi, kaslarin kasilmasini
saglayacak enerjiyi olusturur. Bundan sonra asetilkolin esteraz denen bir
enzim norotransmiteri (sinirsel sinyal iletici kimyasal) parcalayarak sodyum
iyonlarmin eski durumuna doniislinii saglar. Boylelikle, kaslar tekrar normal
duruma gecerler (Edwards, 1999).

Anatoxin-a noronal asetilkolin reseptorlerine baglanan nikotinik
(kolinerjik) ve muskarinik bir agonisttir (Duy ve ark., 2000). Anatoxin- a
tarafindan aktive edilen presinaptik nikotinik asetilkolin reseptorleri, Na"

iyonunun salinmasina ve elektriksel gerilimlere duyarh Ca™ ve Na'



kanallarin1 agmaya yetecek sekilde lokal depolarizasyonlara neden olur. Bu
baglanma sonucu kaslar kasilir. Buradaki 6nemli husus ise; bu toksinin enzim
tarafindan yok edilememesidir. Bu yiizden; sodyum kanallar1 agik kalir ve
kaslar asir1 uyarilarak siirekli kasili halde kalir (Sekil 1.3). Sonucta; kaslar
once direncini kaybeder ardindan felg olusur. Solunum kaslar1 zarar goriirse,
beyine yeterince oksijen saglanmadigindan kasilmalar meydana gelir.

Toksinin viicuda alinmasindan sonra birkag¢ dakika icinde gelisen son
olay; bogularak 6liimdiir (Edwards, 1999). Anatoxin-a, siganlarin hipokampal
noronlarinda tip 1A ve tip 2 yanitlarini arttirma yoniinden nikotin veya
asetilkolinden daha kuvvetlidir (Alkondon ve Albuquerque, 1995).
Sicanlarda yapilan in vivo  caligmalar, toksinin simpatetik sistemi,
katekolaminlerin salgilanmasi yoluyla harekete gecirdigini gostermistir
(Dube ve ark., 1996).

Enzimler

Aksonal membranlar

Iyonlar Na*, K*, Ca™",CI

% Enzimler

Anatoxin-a ' Noérotrasmitterler

Sekil 1.3. Toksinin sinirin akson ve terminal kismu {izerinde etkiledigi
potansiyel bolgeler (Ecobichon, 1996).
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1.3.2. Anatoxin-a’ nin Toksisitesi

Akut toksisite:

Farelerde, i.p. yolla LDy, (6liime yol acan en diisiikk doz) degeri 250
ng/kg ve i.p. LDsg 375 pg/kg olarak tespit edilmistir(Fawell ve ark., 1999).
Anatoxin-a’ nin oral LDsy degeri 5000 pg/kg’ dan fazladir ve solunum
yoluyla elde edilen LDsy degeri ise 2000 pg/kg olarak tespit edilmistir
(Chorus ve Bartram, 1999).

Elde cok fazla veri bulunmamakla birlikte yapilan iki c¢aligmada
NOAEL degeri 100 pg/kg olarak kabul edilmistir (Chorus ve Bartram, 1999
ve Codd ve ark., 2005).

Subakut Toksisite:

Yapilan iki calismada, anatoxin-a sicanlara igme sularinda agiz
yoluyla 54 giin boyunca 0.51 ve 5.1 ppm (51 ve 510 pg/kg’ a denk) oraninda
ve 21 giin boyunca i.p yolla 16 ng her bir sigana giinliik olarak enjekte
edilmis ve sonugta higbir zehirlenme belirtisi gézlemlenmemistir (Chorus ve
Bartram, 1999).
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1.3.3. Anatoxin-a Ureten Mavi — Yesil Algler

Anabaena spp. : Nostocales ordosuna dahildir. Bu ordoda trikomu olusturan
hiicreler tek sirali dizilmistir. Iplikler tek tek ya da bir gogu bir arada, ug
kisimlar1 tlylii ya da tliysiiz, veya nadir durumlarda yalanci dallanma
goriilebilir (Giiner ve Aysel, 1999) (Sekil 1.4).

Anabaena cinsinde; dista ¢ok akict bir kina sahip olan trikom her
tarafta ayni kalinliktadir. Bazi tiirlerde suda ylizmeyi saglayan yalanci vakuol
(pseudo vacuol) bulunur. Nostoc cinsinden ayrimi oldukg¢a giictiir. Bazi
aragtiricilar; Nostoc kolonilerinin makroskopik olarak goriilebilmesine karsin
Anabena cinsinde goriilememesinin  bu iki cinsin  ayrilmasinda

kullanilabilecegini savunmuslardir (Bold ve Wynne, 1995).

Anabaena sp. PCC 7118

Sekil 1.4. Anabaena spp. nin mikroskobik gortiniimii (Ross, 1994).

Aphnizomenon flos — aquae: Hiicreler; diiz, her iki basa dogru az daginik
filament seklini olusturacak sekilde birlesmistir. Filamentler, kiimelenerek,
serbest ylizen, paralel filament yiginlar1 olustururlar (saman yiginlar1 gibi).

Bu yiginlar; su 6rneklerinde asili, mercek sekilli mavi — yesil tek bir gbz gibi
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goriiniir. Hiicreler genis yapilidir ( 5 — 6 um yarigapli, 8 — 12 um) (Sekil 1.5)
(Crayton, 1993).

Sekil 1.5. Aphnizomenon flos — aquae’ nin mikroskobik goriiniimii

Oscillatoria sp.: Tek tek ve ince kilift olan ve uzun ekseni boyunca rotasyon
yoniinde kivrimli hareket edebilen trikom’ a sahip bir cinstir. Trikomlar
silindrik ve dallanmams yapidadir. Uremeleri, hormogonia olusumuyla
tamamlanmaktadir. Cok sayida tiirii vardir. Heterosist olusumu gozlenmez
(Sekil 1.6) (Crayton, 1993) .

Sekil 1.6. Oscillatoria sp’ nin mikroskobik goriiniimii (Ross, 1994)



13

1.4. Kimyasal Maddelerin Toksik Etkilerinin Belirlenmesi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz tamamen bilinmeyen
bir ¢ok sentetik ve dogal maddenin toksisite agisindan test edilmesi, saglik
acisindan gerekmekle birlikte, laboratuar hayvanlariyla yapilan deneylerin
cok zaman almasi ve ¢ok pahali olmalar1 nedeniyle zordur. Bu ylizden
kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6lgebilmek i¢in bazi in
vitro test sistemleri gelistirilmistir. Toksik etkiler i¢cin kisa zamanl testler
diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli genetik sistemlerde
belirli sonuglar verip vermedikleri Ol¢iilmekte ve elde edilen sonuglarla
maddelerin  mutajenik/kanserojenik ~ potansiyelleri  arasinda  iligki
kurulmaktadir (Karabay, 2000). En sik kullanilan testlerin bazilar1 Cizelge
1.4’ de verilmistir (Bishop, 1978; Shapiro, 1983; Cooper ve Lane, 1984).

Bir maddenin mutajenik/kanserojenik potansiyeli, deney hayvanlartyla
yapilan uzun-zamanli testler veya epidemiyolojik ¢aligmalarla 6l¢iilmektedir.
Genotoksik potansiyel ise kisa — zamanli testlerle mutasyon, kardes kromatid
degisimleri, kromozom anomalileri frekanslar1 gibi degerlerle olgiilmektedir.
Kanserojenik potansiyel ile genotoksik potansiyel arasinda kantitatif bir iliski
her kanserojen icin gosterilememektedir. Fakat az bir iligki bile olsa bunu
gostermek miimkiin oldugunda bir maddenin mutajenik potansiyeline
bakarak o maddenin kanserojenik degerlendirmesi yapilabilmektedir (Bishop,
1978; Shapiro, 1983; Cooper ve Lane, 1984).

Bir canlinin toksik doza maruz kalma sayisina gore akut veya kronik
etkiden s6z edilir. Akut toksisite, toksik maddeye kisa siireli yiiksek dozda
maruz kalmayla meydana gelen zehirliliktir. Kronik toksisite ise; toksik
maddeye uzun siireli diisiik dozlarda maruz kalma ile olusan zehirliliktir.
Toksinler, organizmaya girip hedef hiicre veya sisteme ulastiktan sonra ¢esitli
mekanizmalarla etkisini gosterirler. Bu etkilerden bazilar1 enzimatik
reaksiyonlar aracilifiyla bazilar1 ise enzimatik olmayan yollardan meydana

gelmektedir. Bir kimyasalin toksisitesinin tipik spektrumu Cizelge 1.5 de
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goriilmektedir. Bununla birlikte, kuslar, memeliler, sucul organizmalar,
bitkiler, toprak, cevresel siirekliligi ve biyoakiimiilasyon iizerine g¢evresel

etkinin yogun ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.

Cizelge 1.4. Genetik Toksikolojide Temel Testler (Ecobichon, 1996).

I. Temel testler
A. Gen mutasyonlart i¢in test

Salmonella/memeli mikrozom testi (Ames testi)
B. In vivo kromozom hasari i¢in memeli testi

Rodent kemik iliginde metafaz analizi ya da mikronukleus testi

II. Yogun veri taban1 ya da tek son nokta iizerine dayanan diger testler
A. Gen mutasyonlar i¢in testler
E.coli WP2 triptofan reversiyon testi
Kiiltiirdeki memeli hiicrelerinde TK ve HPRT ileri mutasyonlar testi
Drosophila eseye bagli resesif letal test
B. Kiiltiirdeki Cin Hamster ya da insan hiicrelerinde sitogenetik analiz
Kromozom aberasyonlar1 ve mikronukleus i¢in testler
Aneuploidi i¢in testler
C. Genetik hasarin diger indikatorleri
Mayada ya da Drosophila’ da mitotik rekombinasyon i¢in testler
Kiiltiire edilmis hepatositler ve rodentlerde programsiz DNA sentezi
D. Memeli esey hiicre testleri
Fare goriilebilir veya elektroforetik spesifik-lokus testleri
Iskeletal ya da katarakt mutasyonlari igin testler
Sitogenetik analizler ve kalitimsal translokasyon testleri
Rodent esey hiicrelerinde DNA hasar1 ve onarimi

Dominant letal test
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Cizelge 1.5. Temel gereksinim i¢in dikkat edilen toksisite verileri

(Ecobichon, 1996).

Akut

Subkronik

Kronik

Reprodiiktif

Oral (sigan)
Dermal (tavsan)
Inhalasyon (genellikle sican)
[rritasyon ¢aligmalar

G0z (tavsan)

Deri (tavsan, kobay)
Dermal duyarlilik (kobay)
Gecikmis norotoksisite (tavuk)

90 giin beslene caligmalari
Rodent (si¢an, fare)

Rodent olmayan (kdpek)
Dermal kullanilan 6rnege baghdir
Inhalasyon ve meslege bagli maruzat

Norotoksisite  i¢in potansiyeldir.

Bir ya da iki y1l besleme caligmalari
Rodent (genellikle si¢an)
Rodent olmayan (kdpek)
Onkojenisite ¢alismalari (si¢an ya da fare)

In vitro mutajenisite (mikroorganizma)
Fertilite/reprodiiksiyon (si¢an, fare, tavsan)
Teratojenisite (si¢an, fare, tavsan)
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1.5. Calismanin Amaci

Mavi — yesil algler tim diinyada genis yayilis alanina sahip tek
hiicreli canlilardir. Atmosfere oksijen salan fotosentez siirecini ilk
gerceklestiren canli grubudur. Mavi — yesil algler, tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de ¢ok genis yayilis gosteren canlilardir. Primer tiretici olmalari
nedeniyle ekosistemler agisindan biiyiilk 6neme sahiptirler. Havanin serbest
azotunu, bitkiler ve diger canlilar i¢in kullanilabilir forma déniistiirebilirler.
Uygun ortam ve besleyici kosullarinda (sicaklik, pH, azot ve fosfor miktar
gibi) aniden c¢ok hizli biiylime oOzelligine sahiptirler. Hizla c¢ogalarak
bulunduklar1 habitat1 kapladiklart zaman; 151k girisiminin zayiflamasi ve
inorganik madde miktarinda azalmasi gibi biiyiik sorunlara yol acabilirler.
Ayrica, toksik olan sekonder metabolitleri de iiretme yetenegine sahiptirler.
Mavi yesil bakteriler; hepatotoksik ve ndrotoksik etkiye sahip ¢ok sayida
toksin iiretebilirler. Bu canlilarin tirettii toksinlerin ¢evre ve insan sagligi

lizerine potansiyel riskleri biiytiktiir.

Arastirma konusu olan Anatoxin-a, Anabaena cinsi tarafindan
iiretilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan Anatoxin-a’ nimn
genotoksik etkisine iligkin yeterli derecede ¢aligmalar bulunmadig:
bildirilmistir. Calismamizda bu toksinin, erkek fareler tizerindeki subakut
etkilerinin ortaya konmasi amaclanmistir. Ayrica ¢alismamizda, toksinin in
vitro bakteri testleriyle mutajenitesi Serratia marcescens mutasyon testi ile

ortaya konmustur.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Deney Hayvanlari
Bu ¢alisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’ nun

onay1 (18.10.2005 tarih- 35 no) ile gergeklestirilmistir.

Calismada, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari
Yetistirme Merkezi’ nden temin edilen, seksiiel olgunluga erigsmis 8-10
haftalik, agirliklar1 20-25 g. arasinda degisen Bulb-c albino erkek (n=40)
deney fareleri (Mus musculus) kullanildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calismada kullanilan Bulb-c albino erkek deney fareleri

Hayvanlar ¢alismaya baslamadan 15 giin once deney ortamina
alinarak deneye hazirlandi. Fareler kontrol ve deney gruplar i¢in tesadiifi
olarak secildi ve 5 erli gruplar seklinde kafeslere yerlestirildi. Calisma
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stiresince hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve lstlinde ¢elik 1zgara bulunan,
deney grubuna gore isaretlenmis kafeslerde (425 x 266 x 185 mm — taban
alan1: 800 cm?) tutuldu (Sekil 2.2). Laboratuar sicakligi 21+ 1 °C ve nem %
45-75 olarak diizenlendi. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyodu
uygulandi. Deney hayvanlarinin beslenmeleri i¢in hayvan basina giinliik 10 g
standart laboratuar yemi (pellet) ve yeteri kadar su kullanildi. Yem ve su

giinliik olarak degistirildi.

Sekil 2.2. Deney hayvanlarinin tutuldugu kafesler
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2.1.2. Toksin

(Calismada, kuvvetli bir nikotinik agonisti olan (a4b2 ve a7 nikotinik
reseptorleri i¢in sirasiyla K; degerleri :1.25 ve 1840 nM) ve Tocris
Bioscience Sirketinden elde edilen (£) — Anatoxin A fumarate kullanildi
(Sekil 2.3).

L H 0,

Sekil 2.3. (£)-Anatoxin A fumarate’ in kimyasal yapisi.

2.2. Metod
2.2.1. Deney Dizaym

2.2.1.1. In vivo Test

Kontrol ve her bir toksin konsantrasyonu i¢in her gruba 10 erkek fare
calismaya alindi. Toksinin 3 farkli konsantrasyonu (50 pg/ kg, 100 pg/ kg ve
ve 150 pg/ kg) ve kontrol grubu (0.1 ml serum fizyolojik / fare) ile birlikte
toplam 4 grup olusturuldu. Konsantrasyonlar hesaplanirken LDsy degeri
dikkate alind1.

2.2.1.2. In vitro Test

In vitro mutajenite testleri Serratia marcescens mutasyon testi ile
gerceklestirildi. Serratia marcescens mutasyon testinde 5 farkli toksin
konsantrasyonu (25 ug/ L, 50 ug/ L, 100 pg/ L, 150 pg/ L ve 200 pg/ L) ve
kontrol grubu (distile su) olmak iizere toplam 6 grup olusturuldu. Ayrica

pozitif kontrol i¢in UV kullanild1.
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2.2.2. Deneysel Prosediir

Bu calismada deneysel dizayn olarak Standart dominant assayin bir
modifikasyonu kullanildi (Knudsen ve ark., 1977; Francis ve ark., 1990).
Hesaplanan konsantrasyonlarda hazirlanan toksin solusyonu, 7 giin boyunca
her giin ayni1 saatte farelere intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi (her fare i¢in
0.1 ml distile su igerisinde ¢oziilerek uygulandi). Kontrol gruba ise, 7 giin
boyunca serum fizyolojik i.p. uygulamasi yapildi (0.1 ml serum fizyolojik/
fare). Hayvanlara standart laboratuvar pellet yemi ile birlikte yeteri kadar su

verildi.

Toksin uygulamasi tamamlandiktan sonra fareler tartildi ve ketamin +
xylazin ile (0.10 mg/kg Ketalar® + 0.02 mg/kg Rompun®, i.p.) anestezi
altina alindi. Yaklasik her fareden 0.7 — 1.0 ml kan alindi. Kanlar 2500 rpm’
de 15 dakika santrifiijj edildi. Serum kisimlar1 ayrilarak kandaki bazi
biyokimyasal parametreler, Architect® robotik sitemi ile belirlendi. Kan
alinimi sonrasinda i¢ organlar1 ¢ikarildi, yikandi ve tartildi. Organlarin
ortalamalar1 ve standart sapmalart SPSS 11.0 programinda hesaplandi ve

sonuglar t-testi ile kontrole gore karsilastirildi (Snedecor, 1968).

Farelerin her iki cauda epididimisi ¢ikartilarak tartildi ve sperm sayimi
icin kullanildi (Oishi, 2002; Yang ve ark., 2005). Testisler % 4
paraformaldehit icerisinde tespit edilerek histolojik inceleme igin preparatlar
hazirland1 (Hunt ve ark, 1966).

Kromozom preparatlari kemik iligi direkt yontemi ile hazirlandi1 (Adler,
1984).

2.2.2.1. Sperm Sayim

Anestezi altinda farelerin cauda epididimisi diseke edildi. Serum
fizyolojik ile yikanan doku tartilarak HTF-Hepes (Life global GMHH-100)
tamponu igine almip 37 °C de CO, li Heracell inkiibatérde 1 gece
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inkiibasyona birakildi. Ertesi glin 1 ml HTF-Hepes tamponu iceren petri
kabinda iki insiilin enjektorii vasitasiyla cauda epididimis i¢indeki spermlerin
tampona gecisi saglandi. 100 mikrolitre pipetle tampon alinip yine ayni
miktardaki Tripan blue boyasi ile karistirdi. Buradan alinan damla Neubauer
lami tizerinde sayilarak kontrol grubu ve uygulama gruplar1 arasindaki sperm
sayilar1 karsilagtirildi.

2.2.2.2. Histopatolojik Yontem

Boyama Oncesi Islemler:
1. Alinan 6rnekler % 4’liikk Paraformaldehit igerisinde 1 gece bekletildi. Daha
sonra agagidaki uygulamalar sirasiyla gergeklestirildi:
Akarsuda 1 gece bekletme
% 80’lik Alkolde 2 saat bekletme
% 95°1ik Alkolde 2 saat bekletme
% 95°1ik Alkolde 4 saat bekletme
% 95°1ik Alkol ¢ozeltisinde 1 gece bekletme
% 100’liik Alkol igerisinde 2 saat bekletme
% 100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme
% 100’liik Alkol igerisinde 2 saat bekletme
Alkolden ¢ikartilan 6rnekler havada kurutmaya birakildi.
2. Kuruyan ornekler, seffaflasana kadar 30 dk’ lik 3 defa Xylol’den gecirildi
Parafine koyulan 6rnekler, 58 C*’lik etiivde 1 gece bekletildi
Parafin yenilendi ve 2 saat beklendi
Tekrar parafin yenilendi ve 2 saat beklendi
Son iglem olarak 6rnekler parafine gomiildii.
3. Buzdolabinda donmaya birakilan 6rnekler kesim i¢in ¢ikarildi ve asagidaki
islemler uygulandi:
Bloklar traglandi (trimleme).
Bloklar sirasiyla mikrotoma yerlestirildi.

Kesit alindiktan sonra lamlara alinan 6rnekler havada kurutuldu
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Boyama oncesi 58 C°’lik etiivde 1.5 saat tutuldu.

Hemotoksilen — Eozin Boyama:
Etiivden ¢ikarilan 6rnekler Xylol i¢erisine kondu
58 C*’lik etiivde 20 dakika beklendi
Xylol’den ¢ikarilip havada kurutulmaya birakildi
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika
% 95’lik Alkol icerisinde 2 dakika
% 80’lik Alkol icerisinde 2 dakika
Distile suda 5 dakika
Hemotoksilen boyasinda 2.5 dakika
Akar sudan gecirme 5 dakika
Asit Alkol i¢erisinde pembe renk olusana kadar bekletildi
Akar sudan gegcirildi
Amonyakli suda mor renk olana kadar bekletildi
Akar sudan gegcirildi
Distile suda 5 dakika bekletildi
Kurutmaya birakildi
Eozin boyasinda 2.5 — 3 dakika bekletildi
% 95’lik Alkol icerisinde 2 dakika bekletildi
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletildi
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletildi
Kurutmaya birakildi
Xylol igerisinde 3 kez 10’ar dakika bekletildi
Havada kurutmaya birakild1

Entellan ile lamel kapatilip 10 giin beklendi.
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2.2.2.3. Kemik iligi Direkt Metodu

1. Fareler tartilip, 2.5 mg /kg (distile suda ¢6ziinmiis) Colchicine (Sigma
no: C-9754), intraperitonal olarak enjekte edildi.

2. Enjeksiyondan 2 saat sonra sakrifiye edilen farelerin iki femuru da
cikarilip yumusak dokudan temizlendi. Sonra makasla femurun her iki
ucu kesilip distal ucuna yumusak ve kemik ¢apindan daha dar polietilen
boru takildi. Borunun diger ucuna ise Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS, pH 7.2) igeren enjektor takildi. Bu enjektoriin pistonu yardimu ile
basing yapilarak kemik iligi hipotonik sok solusyonu ile birlikte bir
santrifiij tiiptine (15 mL.lik) alindi. Materyal bir pastor pipeti yardimi ile

lyice homojenize edildi.

Sekil 2.4. Kemik iligi aspirasyonu

3. Tipler 10 dakika 1000 rpm’ de santrifiij edildi. Siipernatant atild1.

4. FElde edilen hiicre pelletine % 0.56 KCl eklendi ve homojenize edildi ve
37+ 1 °C de 25 dk. su banyosunda tutuldu.

5. Hicreler tekrar santrifiijlendi. Stipernatant atildi.
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10.

Etiivde 37 °C’ de 20 dak. inkiibe edildikten sonra 600 rpm.” de 6 dak.

santrifiij edildi.

. Dipte ¢oken hiicre pelletine yeni hazirlanmis Carnoy (3:1 Metanol/Asetik

Asit) fiksatifinden 7 mL ilave edildi ve hiicrelerin birbirlerine
yapismamalari i¢in pipetaj yapildi. Agizlar1 kapatilan tiipler bir gece
buzdolabinda (+4 °C) bir gece bekletildi.

Ertesi gilin c¢ikarilan tiipler 1200 rpm’ de 5 dak. santrifiij edildi ve
siipernatant atildi. Pellet iizerine 5 mL taze hazirlanmig fiksatif ilave
edildi ve 5 dak. 1200 rpm’ de santrifiij edildi. Bu islem 2 kez daha
tekrarlandi. Ust sivi atildiktan sonra tiipiin dibinde kalan pellete 2-3

damla fiksatif ilave edilerek hiicre siispansiyonu hazirlandi.

Cam kalemi ile numaralandirilan lamlar metanolle iyice temizlendikten
sonra i¢inde distile su bulunan cam jar icinde +4 °C’ de bekletildi.
Hazirlanan fiksatif-hiicre siispansiyonundan, soguk ve 1slak lamlar
iizerine (suyun fazlasi filtre kagidina alindi1) 1-2 damla, yaklasik 20 cm.
ylikseklikten hizli bir sekilde damlatildi. Lamlar oda 1sisinda kurutuldu.
Her hayvan i¢in 5 preparat hazirlandi.

Lamlar hidrolize edildikten sonra Giemsa boyasinda 7 dak. boyanda.

Giemsa boyast: 90 mL distile su
1,5 mL NH,OH

100 mL’ ye sliziilmiis Giemsa boyasi ile tamamlanir.
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2.2.2.4. Serratia marcescens Mutasyon Testi

Serratia marcescens, ¢ubuk sekilli gram negatif bir bakteridir ve oda
sicakliginda (28 °C) iiretildigi zaman kirmizi pigment olusturmaktadir.
Sicaklik bu derecenin iizerine ¢iktig1 zaman (37 °C) organizma, bu kirmizi
pigmentleri iiretememektedir (Brock, 1988). S. marcescens dogal olarak
toprakta, suda ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunmaktadir (Schenectady
County Community College, no date). 1951° den Once, S. marcescens’ in
insanlar i¢in patojen olmadigi disliniilmekteydi, fakat son yillarda bu
bakterinin  Uriner sistem enfeksiyonlarinda, endokarditlerde, yara
enfeksiyonlarinda, solunum sistemi ve g6z enfeksiyonlarinda ve ayrica
menenjitte firsat¢1 patojen olarak, etkili oldugu bilinmektedir (Schenectady,

no date).

S. marcescens kiltiirii son derece kolay olan, standart ortamlarda ve
oda sicakliginda biiyiiyebilen bir canhidir. S. marcescens’ de, UV 1s18a
maruzat bakteride gen mutasyonu ile sonuglanir. Bakteri 28°C de kirmizi
pigment iiretmek yerine beyaz koloni iiretmeye baslar. UV ye maruzat ayni
zamanda bakteri hiicrelerinin sayisinda da azalmaya sebep olur. UV siddeti
arttikca olusan kolonilerde beyazlarin sayisi artar ve kirmizilarin sayisi azalir.
S. marcescens de koloni renginde gozlenen kirmizi-beyaz degisikligi
mutasyonlar1 gozleme Ozelligi tasimaktadir ve UV disinda da olas1 tiim
mutajenik maddeler bu sekilde test edilebilirler. Sonuglar, olusan kolonilerin

sayis1 ve kirmizi-beyaz orani ile ifade edilebilir.
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Yontem :

1. Mc Farland sayim yontemine gore S. marcescens kiiltiiriinden alinarak

serum fizyoloji i¢erisinde seyreltme yapildi.

2. Serum fizyolojik (SF) igerisinde hazirlanan seyretmeden triptik soy broth
(TSB) igeren tiiplere bir seri seyreltme yapilarak 10” konsantrasyona

kadar bakteriler seyreltildi.

3. Hazirlanan 10” konsantrasyondaki bakteri siispansiyonundan steril

ependorf tiiplerine 0.5 ml aktarildi.

4. Aym ependorf tiiplerine 0.5 ml 5 farkli konsantrasyondaki (25 pg/ L, 50
ug/ L, 100 pg/ L, 150 pg/ L ve 200 pg/ L) toksin solusyonundan eklendi.

Toksin steril distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

5. Toksin solusyonu eklenmis bakteriler 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

6. Siire sonunda triptik soy agar (TSA) iceren petrilere, ependorf igerisinden

0.1 ml alinarak yayma ekim yapildi.

7. Negatif kontrol i¢in bakteriler hicbir maddeye maruz birakilmadan TSA
iceren petrilere ekim yapildi. Pozitif kontrol i¢in petrilere ekim yapilan
bakteriler 2 dk UV’ ye maruz birakildi.

8. Tiim petriler 28 °C’ deki inkiibatérde 24 — 48 saat inkiibe edildi.

9. Siire sonunda olusan kirmizi (normal), pembe (hibrit) ve beyaz (mutant)

koloniler sayilarak konsantrasyonlar arasinda karsilastirma yapildi.

S. marcescens mutasyon testinin sematik olarak gdsterimi Cizelge 2.1° de

anlatilmistir.



27

1 6ze

—> } 10 ml SF

Bakteri 1 pg/ ml toksin
1 ml

kiiltiirti l
1 1 1 I 1ml 1 23 opl
ml 1ml m sl 100 15 w

HHH R i
N

ug/L  pg/L pg/L  pg/L pg/L
0.5ml 0.5ml  0.5ml 0.5 ml 0.5ml  0.5ml 0.5 ml

v vvv Vv vy

0.5 ml 0.5ml  0.5ml 0.5 ml 0.5 ml -K
UV 25ug/L 50ug/L  100pg/ 150pg/ 200pg/
0.1m 0.1 m ¢ 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon

O'W W w w W
OwWowwwom™
OwWewwwo

Cizelge 2.1 S. marcescens mutasyon testinin sematik olarak gdsterimi.
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2.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadaki istatistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows 11.0
istatistiksel analiz programi kullanilarak yapilmistir. Deney sonunda biitiin
gruplardaki farelere ait total agirlik, organ agirliklarinin ortalamalar1 ve organ
agirhigi/total viicut agirhigi oranlar1 hesaplanarak, sonuglar varyans analizi
(One-Way ANOVA) ile kontrole gore karsilastirllmistir. Biyokimyasal
parametrelerin ve mutasyon testlerinin degerlendirilmesinde de, farkh
konsantrasyon gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirilmak {izere yapilan
varyans analizi ile gruplar arasinda farklilik olup olmadigi saptanmistir.
Istatistiksel agidan &nem kontrolii p< 0.01 ve p<0.05 seviyelerinde, kontrol

grubu ile uygulama gruplari arasinda yapilmustir.
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3. BULGULAR

Calismaya her grupta 8 sican olmak {izere 56 siganla baglanmis,
calisma sonunda ise 9 fare cesitli sebeplerle 6lmiis ve ¢alisma 43 siganla
tamamlanmistir. Deney gruplarina gore sicanlarin dagilimi ve olim %’ si
Cizelge 3.1’ de gortilmektedir.

Cizelge 3.1. Calisma sonunda deney gruplarina gore farelerin dagilimi

Grup Uygulanan anatoxin-a Baslangi¢ Bitig Oliim
no Konsantrasyonu Sayisi Sayisi %> si
1  |Kontrol (serum fizyolojik) 13 13 0.0
2 |50 pg/ kg anatoxin-a 13 9 23.0
3 |100 pg/ kg anatoxin-a 13 11 254
4 |150 pg/ kg anatoxin-a 13 10 23.0
TOPLAM 52 43 8.3

3.1. Total Viicut ve Organ Agirliklari ile Tlgili Bulgular

Caligma sonunda fareler tartilmis, anestezi altina alinmig ve disekte
edilen farelerden ¢ikarilan i¢ organlar yikanmis ve tartilmistir. Farelerin total
agirliklart ve organlarin ortalama agirliklart ve standart sapmalar1 Cizelge
3.2 ve 3.3’ de goriilmektedir.

Deneme sonunda, Anatoxin-a’ nin farkli dozlar1 uygulanan farelerin
final total viicut agirliklari, kontrole oranla ve baslangi¢ agirliklarina oranla
herhangi degisiklik gdstermemistir. Yine tiim uygulama gruplarinda bulunan
fareler, i¢ organ agirliklar1 bakimindan ve karaciger/ total viicut agirlig
bakimindan da kontrole gore ve kendi aralarinda herhangi bir 6nemli farklilik
gostermemektedir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.2. Farelerin total viicut agirlig1 ortalamalar1 ve standart sapmalari

Grup Uygulanan anatoxin-a Baslangic Final Agirhk
no Konsantrasyonu Agirlik (g) (g)
1 |Kontrol (serum fizyolojik) 263+ 1.18 25.7+1.05
2 |50 pg/ kg anatoxin-a 26.5+£1.03 248 +1.24
3 |100 pg/ kg anatoxin-a 26.2 £1.58 273 +1.53
4 150 pg/ kg anatoxin-a 26.0+£1.43 25.1+0.84

* p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli (LSD testi)

Cizelge 3.3. Farelerin organ agirligi ortalamalari (g) ve standart sapmalari

Grup Karaciger Beyin Bobrek
(ort £SS) (ort £ SS) (ort £ SS)
Kontrol 1.36 £0.18 0.38 +0.01 0.33+0.04
50 ng/ kg 1.27 +0.09 0.38 +£0.01 0.32+0.02
100 pg/ kg 1.36 +£0.07 0.39 +0.01 0.35+0.02
150 pg/ kg 1.40 £ 0.05 0.38 +£0.01 0.35+0.03

Bobrek agirliklart her 2 organin toplam agirlig olarak verilmistir.
* p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6onemli (LSD testi)

Cizelge 3.4. Karaciger/ total viicut agirliklar1 oranlari

G Karaciger Final agirhk Rolatif Karaciger
P ® ® agarhi ()
(ort = SEM) (ort = SEM) (ort = SEM)
Kontrol 1.36 £0.18 25.7+1.05 0.052 + 0.006
50 pug/ kg 1.27 £0.09 24.8 +1.24 0.051 +0.003
100 pg/ kg 1.36 £ 0.07 273 +1.53 0.050 + 0.002
150 pg/ kg 1.40 £0.05 25.1 +£0.84 0.056 + 0.002

* p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak énemli (LSD testi)




3.2. Kan Biyokimyasal Parametreleri ile ilgili Bulgular
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Kontrol ve uygulama grubu farelerden alinan kanlarda yapilan

biyokimyasal inceleme sonuglar1 Cizelge 3.5 de sunulmustur.

Cizelge 3.5. Kontrol ve anatoxin-a uygulanmis farelerin biyokimyasal analiz
sonuglart. Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. ALT (Alanin-

Aminotransferase), AST (Aspartat-Aminotransferase), AlkP (Alkalen
fosfataz), TP (Total protein), LDL (Low density lipid), HDL (High density
lipid).
Parametreler - Kontrol 50 png/ kg 100 pg/ kg 150 ng/ kg
Ref. degerleri*
ALT 311.8 113 2295+ 111 418.4+ 129 269.9 + 81
23-48 1U/1
AST 496.0 =107 515.2+119 541.1+118 6279 £109
2-24 TU/
AlkP 1229 £41.1 742 +13.1 116.8 + 38.6 107.8 £24.7
10-28 1U/1
TP 5.25+0.19 5.14+£0.18 5.37+0.14 5.02+0.15
4.0-8.6 g/dl
Albumin 2.57+0.10 2.46 +0.08 2.62+0.10 2.38 £0.09
2.5-4.8 g/dl
Glikoz 204.8 £27.6 | 1543 £22.5 | 151.9+15.2 | 138.4 +£19.4**
63-176 mg/dl
Kolesterol 73.3+£3.90 87.00 £8.17 78.9 +£5.02 73.3+6.39
26-82 mg/dl
Ure 46.6+£3.90 | 51.2+4.93 | 46.7+3.62 53.1+5.19
14-28 mg/dl
Fosfor 8.22 £0.57 8.11+0.42 8.98 £0.66 8.87+0.42
2.3-9.2 mg/dl
Kalsiyum 7.93 +£0.98 8.45+0.23 8.62+£0.19 8.85+0.95
3.2-8.5 mg/dl

* Referans degerleri cinsiyete ve yasa gore onemli degisiklikler gosterebilmektedir

(Altug ve ark., 2004; XIII. Deney Hayvanlari Kursu Notlari, 2006).

** p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli (LSD testi)
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3.3. Reprodiiktif Sistem ile lgili Bulgular

Erkek farelerin testis, cauda epididimis agirlik Olgiimleri ve sperm
sayimlar Cizelge 3.6 da ve Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3 de sunulmustur. Kontrol ile
karsilastirildiginda fare testis agirliklarinda ve rolatif testis agirliklarinda
onemli bir degisme bulunmamustir (Cizelge 3.7). Bununla birlikte 50 pg/ kg,
100 pg/ kg ve 150 pg/ kg anatoxin-a uygulanmis farelerin cauda
epididimislerinde kontrole oranla bir azalma oldugu ancak yalnizca 100 pg/
kg ve 150 ng/ kg anatoxin-a uygulanan farelerin agirliklarinda kontrole gore
p<0.01 seviyesinde Onemli bir azalma bulundugu belirlenmistir. Benzer
sekilde farelerin cauda epididimislerinden yapilan sperm sayimi sonuglarina
bakildiginda her 3 uygulama grubunda da kontrole gére p<0.01 seviyesinde
onemli azalmanin oldugu goriilmektedir. Bu 2 sonucun birbiri ile uyumlu
olmasi anatoxin-a’nin cauda epidimis agirligina etki ettigi ve cauda
epididimis agirhigi azaldikca igerisinde bulunan sperm sayisinin da azaldigini

ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.6. Farelerin testis, cauda epididimis agirliklart (g) ve sperm
sayilar1 (x 107)

Testis (g) Cauda epididimis | Sperm Sayisi(x 107)

Grup
(ort+ SEM) (g) (ort = SEM) (ort = SEM)
Kontrol 0.18+0.01 0.0596 + 0.0024 54.67+1.76
50 ng/ kg 0.20 £ 0.02 0.0497 £ 0.0013 27.33 £1.20 **

100 pg/ kg 0.18+0.01 0.0395 £ 0.0035** 22.00 £ 1.15 **

150 pg/ kg 0.180.01  |0.0358 + 0.0048** | 15.67 + 0.88 **

Testis ve cauda epididimis agirliklari her 2 organin toplam agirligi olarak
verilmistir.
** p< 0.01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli (LSD testi)



Cizelge 3.7. Testis/ total viicut agirliklar1 oranlar
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Testis Final Agirhk Rolatif Testis
Grup o

(2 (g) Agirhg (g)

(ort = SEM) (ort = SEM) (ort+ SEM)
Kontrol 0.18 £0.01 25.7+1.05 0.007 = 0.001
50 pug/ kg 0.20 +0.02 24.8 +1.24 0.008 = 0.001
100 pg/ kg 0.18 £0.01 273+ 1.53 0.007 £ 0.001
150 ng/ kg 0.18+0.01 25.1+0.84 0.007 £ 0.001

* p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak énemli (LSD testi)
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Sekil 3.1. Testis agirliklarinin (g) grafiksel gosterimi
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Sekil 3.2. Cauda epididimis agirliklarinin (g) grafiksel gosterimi. ** p<0.01
seviyesinde istatistiksel olarak dnemli (LSD testi)

60 -
50 -
40 -
30 -

*ok
EES
®k
20
10 | l
0 T T T

Kontrol 50 pg/ kg 100 pg/ kg 150 pg/ kg

Sperm Sayisi (x10 7 / cauda)

Sekil 3.3. Cauda epididimisten yapilan sperm sayimi sonuglarinin grafiksel
gosterimi ** p< 0.01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli (LSD testi)
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3.4. Testis’ in Histopatolojik Bulgular1

Kontrol grubundan elde edilen testis dokusu 1sik mikroskopik
goriintiileri Sekil 3.4° de goriilmektedir. Kontrol grubu farelerdeki Tubuli
seminiferi contorti ve spermatojenik hiicre serileri normal histolojik

goriiniimdedir.

50 pg/kg anatoxin-a uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 151k
mikroskopik goriintiileri Sekil 3.5 de goriilmektedir. Bu grupta tubuli
seminiferi contorti’ ler normal goriiniimde olmasina ragmen intersitisyumda
yer yer bag dokusu kalinlagsmalar1 dikkat ¢ekmektedir. Spermatojenik hiicre
serileri genellikle normal goriinmesine ragmen yer yer lumen igcinde bu

hiicrelere ait dokiintiilere rastlanmustir.

100 pg/kg anatoxin-a uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 151k
mikroskopik gortintiileri Sekil 3.6° da goriilmektedir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, bu grupta spermatojenik hiicre serilerinde dejenerasyon,
intercellular ayrisma, piknotik niikleus, germ hiicre kayb1 ve bu hiicrelere ait

dokiintiiler goriilmektedir.

150 pg/kg anatoxin-a uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu 151k
mikroskopik goriintiileri Sekil 3.7 de goriilmektedir. Kontrol ve diger
gruplarla karsilastirildiginda tubuli seminiferi contorti’ lerde sekil bozuklugu,
defektif tubul, spermatojenik hiicre serilerinde dejenerasyon ve buna bagl
hiicre kayiplari, bazal lamina ve intercellular ayrigsma, piknotik niikleus, germ

hiicre kaybina bu grupta oldukca siddetli bir sekilde rastlanmistir.
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Sekil 3.4. Kontrol grubundan elde edilen Testis dokusu 151k mikroskopik
goriintiileri. A. Tubuli seminiferi contorti ve B. Spermatojenik hiicre serileri
(B) normal histolojik gériiniimdedir. Hematoksilen- Eosin (A x40, B x100).
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Sekil 3.5. 50 pg/kg anatoxin-a uygulanan uygulanan gruptan elde edilen
testis dokusu 151k mikroskopik goriintiileri. A. Tubuli seminiferi contorti’ler
normal goriiniimde, intersitisyumda bag dokusu kalinlagmalar1 gozlendi (*).
B. Spermatojenik hiicre serileri genellikle normal goriiniimde, yer yer lumen
icinde bu hiicrelere ait dokiintiiler. Hematoksilen- Eosin (A x20, B x100).
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Sekil 3.6. 100 pg/kg anatoxin-a uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu
151k mikroskopik goriintiileri. A ve B. Spermatojenik hiicre serilerinde
dejenerasyon, intercellular ayrigma, piknotik niikleus, germ hiicre kaybi ve bu
hiicrelere ait dokiintiiler goriilmekte. Hematoksilen- Eosin (A x100, B x100).
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Sekil 3.7. 150 pg/kg anatoxin-a uygulanan gruptan elde edilen testis dokusu
151k mikroskopik goriintiileri. A. Tubuli seminiferi contorti’ lerde sekil
bozuklugu, A ve B Defektif tubul, spermatojenik hiicre serilerinde
dejenerasyon, bazal lamina ve intercellular ayrisma, piknotik niikleus, germ
hiicre kaybi. Hematoksilen- Eosin (A x20, B x100).
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3.5. Kromozom incelemeleri ile ilgili bulgular

Her deneme grubundan 100 hiicre incelenmistir. Kontrol grubuna ait
farelerin kromozom sayilar1 2n= 40 olup, Sekil 3.8” da goriilmektedir. 50
pg/kg ve 100 pg/kg Anatoxin-a uygulanmis farelerde gozlenen tek bulgu
kromatid ayrismasidir. Bu gruplara ait farelerin kromozomlar1 Sekil 3.9 ve
3.10 de goriilmektedir. 150 pg/kg Anatoxin-a uygulanmis farelerde,
kromatid ayrigmasi ve kromozomlarda yapisma kaydedilmistir. Bu gruba ait

farelerin kromozomlar1 Sekil 3.11° de goriilmektedir.

Sekil 3.8. Kontrol grubu fare kromozomlarinin goriiniimii (2n= 40).
(Giemsa x100)
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Sekil 3.9. 50 pg/kg Anatoxin-a uygulanmis fare kromozomlarinin gériiniimii
(— kromatid ayrigsmasi). (Giemsa x100)
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Sekil 3.10. 100 pg/kg Anatoxin-a uygulanmis fare kromozomlarinin
goriinlimii (— kromatid ayrigmasi). (Giemsa x100)
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Sekil 3.11. 150 pg/kg Anatoxin-a uygulanmis fare kromozomlarinin

gdriiniimii (— kromatid ayrismasi, * kromozomlarda yapisma).
(Giemsa x100)
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3.6. Serratia marcescens Mutasyon Testi Bulgulari

Serratia marcescens mutasyon testi sonuglart Cizelge 3.8 ve Sekil
3.12’ de verilmistir. Uygulanan Anatoxin-a konsantrasyonundaki artiga bagl
olarak toplam bakteri sayisinda doza — bagli azalma gozlenmistir. (-) Kontrol
ile karsilastirildiginda yalnizca 25 pg/ L konsantrasyonda p<0.05 olmak
iizere diger tiim konsantrasyonlarda ve (+) Kontrol olarak UV uygulamasinda

p<0.01 seviyesinde onemli bir azalma belirlenmistir.

Uygulanan konsantrasyondaki artisa bagli olarak kirmizi kolonilerin
sayisinda azalma ve beyaz kolonilerin sayisinda ise artma gozlenmistir.
Kirmizi kolonilerin sayisindaki azalma tiim konsantrasyonlarda ( 25 pug/ L,
50 ng/ L, 100 pg/ L, 150 pg/ L ve 200 pg/ L) p<0.01 seviyesinde dnemlilik
gostermektedir. Bu sonuglarin aksine beyaz kolonilerde konsantrasyona bagl
bir artma ile birlikte yalmzca 100 pg/ L, 150 pg/ L ve 200 pg/ L
konsantrasyonlarda p<0.01 seviyesinde Onemli bir artis tespit edilmistir
(Sekil 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17 ve 3.18).

Bu sonuglar dogrultusunda Anatoxin-a’ nin konsantrasyona bagh
olarak  Serratia marcescens’ in iremesi ilizerine bakterisidal bir etki
olusturdugu saptanmistir. Ayrica bu bakterinin oda sicakliginda (28 °C)
iiretildigi zaman kirmizi pigment olusturdugu bilinmektedir. Ancak herhangi
bir mutajen bu bakterinin oda sicakliginda kirmizi koloni {iretmesini
engellemekte ve beyaz koloni olusturmasini saglamaktadir. Anatoxin-a S.
marcescens’ de, konsantrasyondaki artisa bagl olarak bir gen mutasyonu
olusturmus olup, bakteri 28 °C de kirmizi pigment iiretmek yerine beyaz
koloni iiretmeye baglamistir. UV’ ye maruzat da bakteri hiicrelerinin
sayisinda da azalmaya ve kolonilerde beyazlarin sayisinin artmasina sebep
olmustur (Sekil 3.19).



Cizelge 3.8. Serratia marcescens mutasyon testi sonuglari
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Koloni sayis1 x 10 > (ort + SEM)
Grup
Kirmizi Beyaz Total K /B Oram
(-) Kontrol 315+38 1+£0.6 352 +38 315
25 ng/L 278 + 31 2413 280 + 30 * 139
50 pg/ L 196 + 25 ** 23+ 13 219 & 17 ** 8.5
100 pg/ L 135 + 34 ** 80 + 22 ** 215 + 18 ** 1.7
150 pg/ L 118 £ 27 ** 86£23 %% | 216+ 6 ** 1.4
200 pg/ L 111 + 4 ** 98 + 6 ** 209 + 10 ** 1.1
(+) Kontrol 4+ ] ** 11+1 15+ 2 ** 0.4
* p< 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli (LSD testi)
** p< 0.01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli (LSD testi)
400 ~
350 ~
300 ~
o 250 7 —e— Kirmizi
E 200 —s— Beyaz
150 - —a— Total
100
50 ~
0 = w w w ‘ ‘
) 25ug/L 50pg/L 100 pg/L 150 pg/ L 200 pg/ L +)
Kontrol Kontrol

Sekil 3.12. Serratia marcescens mutasyon testi sonuglari grafiksel gosterimi
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Sekil 3.13. (-) Kontrol grubu S. marcescens mutasyon testi sonuclari. A.
Genel petri gorliniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan goriiniimii.



Sekil 3.14. 25 pg/ L anatoxin-a grubu S. marcescens mutasyon testi
sonuglari. A. Genel petri goriiniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan
goruniumu.
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Sekil 3.15. 50 pg/ L anatoxin-a grubu S. marcescens mutasyon testi
sonuclari. A. Genel petri goriiniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan
goruniimdi.



Sekil 3.16. 100 pg/ L anatoxin-a grubu S. marcescens mutasyon testi
sonuglari. A. Genel petri goriiniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan
goruntimul.
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Sekil 3.17. 150 pg/ L anatoxin-a grubu S. marcescens mutasyon testi
sonuclari. A. Genel petri goriiniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan
gorunumt.



Sekil 3.18. 200 pg/ L anatoxin-a grubu S. marcescens mutasyon testi
sonuglari. A. Genel petri goriiniimii, B. Bakteri kolonilerinin yakindan
gorunimu.

51



52

Sekil 3.19. (+) Kontrol - UV grubu S. marcescens mutasyon testi sonuclari.
A. Genel petri goriiniimii, B. Genel petri goriiniimii.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Total Viicut ve Organ Agirhiklar:

Toksisite denemelerinde; organ agirliklar1 ve rolatif organ agirliklari,
organ toksisitesini degerlendirmede kullanilan o6nemli kriterlerdendir
(Timbrell, 2000; Crissman et al., 2004). Deneme sonunda, Anatoxin-a’ nin
farkli dozlar1 uygulanan farelerin final total viicut agirliklari, kontrole oranla
ve baglangi¢ agirliklarina oranla herhangi degisiklik gostermemistir. Yine
tiim uygulama gruplarinda bulunan fareler, i¢ organ agirliklar1 bakimindan ve
rolatif karaciger agirligt bakimindan da kontrole gore ve kendi aralarinda

herhangi bir 6nemli farklilik géstermemektedir.

Testis agirliklarinin toplam viicut agirligindan bagimsiz oldugunu
sOyleyen arastirmacilar bulunmakla birlikte (Reddy ve ark., 2006)
calismamizda kontrol ile karsilastirildiginda, fare testis agirliklarinda ve
rOlatif testis agirliklarinda 6nemli bir degisim kaydedilmemistir. Bununla
birlikte 50 pg/ kg, 100 pg/ kg ve 150 pg/ kg anatoxin-a uygulanmis farelerin
cauda epididimislerinde kontrole oranla bir azalma oldugu ancak yalnizca
100 pg/ kg ve 150 pg/ kg anatoxin-a uygulanan farelerin agirliklarinda
kontrole gore p<0.01 seviyesinde Onemli bir azalma bulundugu
belirlenmistir. Seminifer tiibiillerinin uzunlugu sertoli hiicre sayisiyla iligkili
olup (Toppari, 1996) yiiksek dozlarda gerek sertoli hiicrelerinde gerekse
diger spermatogenetik hiicrelerde ve tiibiil yapisinda meydana gelen asiri

harabiyet agirlik kaybina neden olarak gosterilebilir.

4.2. Kan Dokusu

Yaptigimiz calismada uygulanan anatoxin-a maddesinin, kontrol
grubuna gore diger gruplardaki erkek farelerin kan biyokimyasal degerlerinde
belirgin bir degisiklik meydana getirmedigi sadece 150 pg/ kg anatoxin-a

dozu uygulanan grupta glikoz diizeyinin p< 0.05 seviyesinde anlaml1 olarak
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azaldig1 bulunmustur. Kiiciik memeli hayvanlarin kan degerlerinin c¢esitli
faktorlere (ortam sicaklii, mevsimsel degisimler ve metabolik hiz) baglh
olarak degisebilecegi bildirilmistir (Sealander, 1962). Ayrica igme suyundaki
nitrat — nitrit miktarinin da kandaki glikoz miktar1 iistiine etkili oldugunu

gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Tsuchiya, 2004).

Anatoxin-a uygulanan farelerin serum total protein miktarinda,
kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel acidan Onemli bir artis
gozlenmemistir. Serum total protein miktarina iliskin bulgularimiz,
Selmanoglu ve Akay (2001)’ 1n sonuglariyla da paralellik gostermektedir.
Aragtiricilar  dimethoate uygulanan erkek sicanlarin serum total protein
miktarinda kontrole goére onemli bir fark tespit edilmedigini bildirmislerdir.
Protein degerlerindeki azalmanin; hiperhidrasyon, renal veya intestinal
fonksiyonlarin bozulmasindan kaynaklanan albumin ve/veya protein kaybi,
protein sentezinin bozulmasi, katabolizmanin artmasi ve yetersiz beslenme
(Orn., besin aliminda ksenobiyotik uygulamasina bagli azalma) gibi birgok
faktore bagli olabilecegi bildirilmis (Kaneko, 1989; Nguyen, 1989) olup
arastirmamizda Anatoxin-a’ nin bu gibi hasarlara sebep olmadigi tespit
edilmistir. Ayrica albiimin diizeyi; neoplazm, enfeksiyon ve travmada oldugu
gibi artan yikim ve damar i¢i fazla miktarda sivi yiliklenmesi olup olmadigi
hakkinda fikir veren bir parametredir (Kaplan, 1996). En yiiksek dozlarda

bile Albiimin diizeyi 6nemli bir fark gostermemistir.

ALT, AST ve Alkalen Fosfataz ise karaciger harabiyetini gdsteren
testlerdendir (Duman ve Erden, 2004). Calismamizda bu degerler referans
degerlerden c¢ok yiiksek olarak bulunmakla birlikte kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  anlami  degisimler olmadigindan uygulamamizin

karacigere belirgin zarar vermedigini sdyleyebiliriz.
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4.3. Testis Dokusu

Mevcut ¢alismada; Anatoxin-a’ nin erkek fareler iizerindeki etkisinin
arastirilmasinda, rolatif organ agirliklar1 saptanan testisler 151k mikroskobu
seviyesinde histopatolojik yonden incelenmistir. Ksenobiyotiklerin testis
tizerindeki etkilerini saptamada; organ agirligi ve histopatolojik inceleme
metodlarinin, serum hormon seviyeleri veya sperm inceleme metodlarindan
daha kolay ve daha etkili oldugu bildirilmistir (Okazaki et al., 2001;
Crissman et al., 2004).

Bu calisma sonunda testislerde; tubuli seminiferi contorti’ lerde doz
artisina bagh olarak sekil bozuklugu, intersitisyumda yer yer bag dokusu
kalinlagmalari, defektif tubul, spermatojenik hiicre serilerinde dejenerasyon
ve buna bagli hiicre kayiplari, bazal lamina ve intercellular ayrigsma, piknotik
niikleus, germ hiicre kaybina rastlanmistir. Trifluralin ve PCNB karigimi1
uygulanan albino farelerin testislerinde seminifer tiibiillerde, mevcut
arastirmada gozlenene benzer tarzda tiibiiler bozulma goriildiigii ve orta doz
grubunda hasarin oldugu tiibiillerde az sayida sperme rastlanirken, yiiksek
doz grubu fare testislerindeki hasarli seminifer tiibiillerde hi¢ sperma
olmadigr bildirilmistir (Akay ve ark., 1988). 65 giin boyunca oral olarak
Dimethoate uygulanan siganlarda, histolojik incelemeler sonucunda da,
spermatogonial hiicrelerde orta dereceli ve ciddi dejeneratif degisiklikler
(primer ve sekonder spermatositlerde vakuolizasyon, seminifer tiibiillerin
cogunda spermatid ve spermatozoa saysinda azalmayla birlikte
spermatogenik hiicre sirasinda diizensizlik), ve spermatogenezin kismen
engellenmesiyle karakterize testis lezyonlarina sebep oldugu bildirilmistir.
Ayrica intersititial dokuda 6deme bagli genisleme ve kanlanma gézlenmistir
(Afifi et al., 1991). Mevcut arastirmanin histopatolojik bulgular1 daha 6nce
yapilmis olan bu calisma sonuglarin1 desteklemektedir. Fakat bizim
calismamizda kanlanma bulgusuna rastlanmamistir ve mevcut caligmada
gozlenen seminifer tiibiil hasari, Afifi et al., (1991) tarafindan bildirilene

benzemekle birlikte, bazi tiibiillerde spermatogenik hiicrelerin tamamen yok
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olmasiyla karakterize olup, ¢ok daha ciddi boyutlardadir. Bu farkin, mevcut
caligmada kullanilan farelerin Afifi et al., (1991) tarafindan kullanilanlardan
daha gen¢ olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Gelismekte olan,
geng hayvanlarin ksenobiyotiklerin toksik etkilerine karsi daha hassas
olduklar1 (Sjoberg et al., 1985; Saxena et al., 1990) ve seksiiel gelisimin
ergenlik Oncesi donemindeki herhangi bir ksenobiyotik maruzatinin
gonadlarda kalic1 hasarlara yol agabilecegi (Sinha et al., 1997) bildirilmis

olup, s6z konusu ¢alismalar bu diisiincemizi destekler niteliktedir.

Hess ve Nakai (2000), Foley (2001) ve Creasy (2001) tarafindan da
toksik madde etkisiyle, bu calismada da gozlendigi gibi, germ hiicrelerinin
tiibiiler liimene dokiildigi bildirilmistir. Bu dokiilmenin, kimyasalin sertoli
hiicrelerinin  mikrotiibiilleri veya intermediat filamentleri iizerindeki
etkilerinden kaynaklandig: bildirilmistir (Hess and Nakai, 2000).

Memelilerde sperm olusumu spermatojenik hiicre serilerinin
faaliyetleri sonucu meydana gelmektedir. Kimyasallar nedeniyle bu hiicre
dizileri, kismen veya tamamen dejenerasyona ugrayabilmektedir. Ureme
sistemine etkili bircok kimyasal bilinmektedir. Sperm iiretim siireci birgok
basamakta gerceklesmektedir. Bu siireclere katilan hiicre dizilerinden
herhangi  birisinde  meydana  gelecek  bozulmalar tiim  siireci
etkileyebilmektedir. Sperm {iretme kapasitesi seminifer tiibiillerdeki Sertoli
hiicre sayisina baghdir (Orth ve ark., 1988) ve her bir sertoli hiicresi sinirlt
sayida germ hiicresini destekleyebilmektedir (Ruseel ve Peterson, 1984). Bu
hiicrelerin dejenere olmasi sperm sayisina dogrudan etki etmektedir. Gill ve
ark’(1978) nin yaptigi bir ¢alismada Dietilstilbestrol’ e maruz kalan
insanlarin sperm sayisinin kalmayanlara gore belirgin bir diizeyde diistiigii
goriilmistir (Toppari ve ark., 1996). Calismamizda yiikselen dozlarda
spermatojenik hiicrelerdeki deformasyonlarin artmasiyla sperm sayisindaki
azalmanin da arttigi gorilmiistiir. Fetal ve postnatal donemde Ostrojenik
kimyasallara maruziyet nedeniyle sertoli hiicre sayisinda azalma meydana

gelen sicanlarin yetigkin donemde kontrol grubuna gore sperm sayist ve
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kalitesinde belirgin farklar olmasi (Toppari ve ark., 1996), ayrica Ostrojenik
etkiye sahip izoflavonca zengin yoncalarla beslenen koglarda da sperm
sayisinin diismesi (Price ve Fenwick, 1985; Kaldas ve Hughes, 1989)

buldugumuz sonuglar1 destekler tarzdadir.

4.4. Kromozomlar ve Mutajenik Etki

Kromozom aberasyonlari, kromozom yapisinda meydana gelen
degisiklikler olup, genellikle genetik materyaldeki deformasyonlari kapsarlar.
Sitolojik olarak belirlenen zarar, kromozom kirilmalar1 ve bunun sonucu
olarak kromozomlarin yeniden diizenlenmelerini igermektedir. Cogu
kimyasal klastojen, hiicre dongiisiiniin S periyodunda DNA sablonunun zarar
gormesi iizerine, DNA sentezi sonucu olusan aberasyonlardan o6tiirii kromatid
aberasyonlarini indiiklemektedir (Bender et.al., 1988; Sorsa et.al., 1992).
Bazi aberasyonlar tekrarlanan hiicre boliinmelerinden 6tiirii aktarilabilirler ve
hiicre populasyonlarinda bu ylizden sabit kalirlar. Delesyonlar,
duplikasyonlar, inversiyonlar ve dengeli translokasyonlar hiicre ya da
organizma populasyonlarinda aktarilabilen kromozomal aberasyonlardir.
Asentrik fragmentler olusturan kromozom kiriklari, disentrik kromozomlar,
halka kromozomlar ve diger ¢esitli kromozomal diizenlemeler, genetik

materyal kayb1 sonucu hiicre 6liimii nedeniyle sabit kalmaz.

Mutasyon ve kanser arasindaki iligki, 6zellikle zorunlu metabolik
aktivasyon yetenekleri olan biyolojik sistemlerde, kimyasallarin mutajenite
ve karsinojeniteleri arasindaki korelasyonda oldugu gibi indirekt kanittir. Gen
mutasyonlari, kromozom aberasyonlari ve aneuploidinin hepsi de kanser
gelisiminde rol oynayan olaylardir. Mutajenler ve kanserojenler, baslatici
olarak karsinojenezise katilabilirler. Bunlarin rolii yalniz baslatmakla siirh
degildir ve mutajenler, klastojenler ve aneujenler multiple genetik
alterasyonlarin ilerlemesine de katilirlar. Promotor olarak karsinojenezise

katilan diger ajanlarin mutajen olmalar1 gerekmez.
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Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan Anatoxin-a’ nin genotoksik
etkisine iliskin yeterli derecede ¢alismalar bulunmadigr bildirilmistir.
Bununla birlikte microcystinler gibi cyanobacterial toksinlerin genotoksik
etkileriyle ilgili yapilmis arastirmalar bulunmaktadir (Colins et.al., 1981;
Ding et.al., 1999). Bu arastirma sonunda microcystinlerin Ames testi ile
kuvvetli mutajenik oldugu, comet testi ile DNA hasar1 olusturdugu ve

kromozom hasarina sebep oldugu belirlenmistir.

Calismamizda Serratia marcescens mutasyon testi ile, uygulanan
konsantrasyondaki artisa bagl olarak kirmizi kolonilerin sayisinda azalma ve
beyaz kolonilerin sayisinda ise artma gozlenmistir. Kirmizi kolonilerin
sayisindaki azalma tiim konsantrasyonlarda ( 25 pg/ L, 50 pg/ L, 100 pg/ L,
150 pg/ L ve 200 pg/ L) p<0.01 seviyesinde onemlilik gdéstermektedir. Bu
sonuglarin aksine beyaz kolonilerde konsantrasyona bagli bir artma ile
birlikte yalnmizca 100 pg/ L, 150 pg/ L ve 200 pg/ L konsantrasyonlarda
p<0.01 seviyesinde Onemli bir artis tespit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda Anatoxin-a’ nin konsantrasyona bagli olarak  Serratia
marcescens’ in liremesi ilizerine bakterisidal bir etki olusturdugu ve 100 pg/ L
ve lizeri konsantrasyonlarda ise mutajenik oldugu saptanmistir. Ayrica
uygulanan Anatoxin-a gruplarinin yiiksek konsantrasyonlarinda kromozom
yapismasinin ve kromatid ayrigmasinin daha fazla oldugu belirlenmis olup
doza bagh olarak etkilerde artis oldugu tespit edilmistir. Bu aberasyonlarin
yliksek bir oranda gozlenmesi disaridan ksenobiotik muamelesi oldugunun
indirekt kanitidir ve Anatoxin-a’ nin konsantrasyona bagli olarak mutajenik

ve klastojenik etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
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