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OZzET

N-Nitrozo bilesikleri, 20. yiizyilin bagindan itibaren bilinen, ancak 1950’lerden sonra canli sagligi iizerine
etkileri daha ¢ok dikkat ¢eken bilesiklerdir. N-Nitrozo-N-Etiliire (ENU) giinliimiizde gida iiriinlerini koruyarak
raf omriinii uzatmada kullanilan N-Nitrozo cesitlerindendir. Deney hayvanlari iizerinde yapilan arastirmalar
sonucunda toksik, teratojenik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin oldugu ortaya konmustur. Bu c¢aligmada
ENU maddesi uygulanan, erkek zebra baliklarmin testis dokusunda meydana gelen degisimler histopatolojik
olarak arastirilmistir. Caligma i¢in bir kontrol ve dort deney grubu olmak iizere toplam bes grup olusturulmustur.
Deney grubundaki akvaryumlara, 0,25 mM, 0,50 mM konsantrasyonlarda birer ve ikiser saatlik ENU
uygulanmis olup 6. giin sonunda diseksiyon yapilmistir. Alinan zebra balig1 testis dokusuna rutin histolojik
islemler uygulanmistir. Konsantrasyon ve uygulama siiresinin artigina bagli olarak deney gruplarmnmn testis
dokusunda, seminifer tiibiillerde yapisal bozulmalar, vakuolizasyon, spermatogenik seriye ait hiicre kiimelerinde
konsantrasyona bagli olarak azalma, bazi hiicrelerde hipertrofi ve bag dokusunda dejenerasyonlar tespit
edilmigtir. Histolojik incelemeler neticesinde ENU’ya maruz kalan erkek zebra baliklarinin testis dokularinda
olumsuz degisimler belirlenmistir.
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Investigation of The Effect of N-Nitrozo-N-Ethylure On Zebrafish

(Danio rerio) Testicular Histology

ABSTRACT

N-Nitrozo compounds are known from the beginning of the 20th century, but after 1950s their effects on living
health were more prominent. N-Nitrozo-N-Ethylurea (ENU) is one of the N-Nitrozo varieties used today to
protect food products and extend shelf life. As a result of research on experimental animals, toxic, teratogenic,
mutagenic and carcinogenic effects have been revealed. In this study, changes in testicular tissue of male
zebrafish treated with ENU were investigated histopathologically. A total of five groups, one control and four
experimental groups, were formed for the study. ENU was applied to the aquaria in the experimental groups at
concentrations of 0.25 mM and 0.50 mM. Routine histological procedures were applied to the zebrafish testis
tissue. Due to the increase in concentration and application time, structural disruptions in seminiferous tubules,
vacuolization, decrease in cell clusters, hypertrophy in some cells, degenerations in connective tissue were
detected in testicular tissue of the experimental groups. Histological examinations revealed negative changes in
testicular tissues of male zebrafish exposed to ENU.
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|. GIRIS

Her gegen giin artan insan niifusu, endiistrinin hizli gelisimi sebebiyle endiistriyel kaynakli kirleticiler
dogaya karismakta [1] ve kirlilik sucul ekosisteme ulasmaktadir [2]. Sucul ekosistemlerde ise bu
kirlilige en ¢ok baliklar maruz kalmaktadir [3]. Endiistriyel atik bolgelerinde, kimyasal depo
alanlarinda toksik maddeler meydana gelebilir. Baliklar, bu toksik maddelerin yer alt1 ve yer {istii
sularda meydana getirdigi etkileri, kirlenmenin tespit edilmesinde ve izlenmesinde kullanima en uygun
olan omurgali canlilardir [4].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, zebra baligi insan hastaliklari igin gelisme ve organogenezi de igine
almakla birlikte, biyolojik sorunlarin aragtirilip incelenmesi i¢in énemli bir canli sistem olarak yerini
almistir [5]. Zebra baliginin, biitlinlestirici fizyoloji ve ekotoksikoloji veya su iirlinleri yetistiriciligi
gibi uygulamali arastirma alanlarinin da kullanimi artarak devam etmektedir [6].

N-Nitrozo-N-Etiliire’nin (ENU) dogada kendiliginden olustugu bilinmemektedir. ik olarak 1919'da
N-Etiliire, nitroz asit reaksiyonu ile Werner ortaya koymustur [7]. ENU (N- Nitrozo N-Etiliire) birgok
canli tliriinde kanserojen olan ve boylece DNA’ya hasar vererek hiicre 6liimiine yol acan bir kimyasal
ajandir. Deney hayvanlan iizerinde yapilan aragtirmalar neticesinde toksik, teratojenik, mutajenik ve
kanserojenik etkilerinin oldugu belirtilmistir. N-Nitrozo bilesiklerinin 6ncii maddeleri olan nitrat ve
nitrit ise sularda ve toprakta 6nemli miktarda bulunmaktadir. Nitrat ve nitritin sodyum ve potasyum
tuzlari, giiniimiizde, yiyeceklerden igeceklere, havuzlardan sampuanlara, kuru temizleme tiriinlerinden
pestisitlere ve kozmetik iiriinlerine kadar genis bir alanda; mikrobiyal dayaniklilik olusturma, koruma,
olgunlagtirma, raf 6mriinii uzatma, kiirleme amaciyla siklikla kullanilmaktadir [8].

Bu c¢alismada N-Nitrozo-N-Etiliire uygulanan erkek zebra baligi testis dokusunda meydana
gelebilecek histopatolojik degisimlerin aragtirilmasi amaglanmistir.

Il. MATERYAL VE METOD

A. ZEBRA BALIGI

Zebra baliklarinin, dayanikli bir tiir olmalarinin yani sira kolay temin edilmesi, ucuz olmasi, hizli
gelisimi ve laboratuvar kosullarinda kolay beslenmesi nedeniyle [9] model olarak c¢alisilmistir.
Arastirmamizda Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Balik Yetistirme
laboratuvarindan temin edilen toplam otuz adet zebra baligi (erkek) kullamildi. 10x20x35 cm
boyutlarinda 5 adet akvaryum temin edildi. Akvaryumlardaki suyun sicakligi 25+1°C olacak sekilde
sabitlendi ve siirekli hava motorlari ile oksijenlendirildi.

B. ENU MARUZIYETI

Deney kapsaminda bir kontrol ve dort deney grubu olmak iizere toplam bes grup olusturuldu. Her
grupta altisar erkek zebra baligi olmak iizere toplamda otuz erkek zebra baligi kullanildi. Kontrol
grubuna hicbir uygulama yapilmazken, deneme gruplarina 0,25 mM, 0,50 mM konsantrasyonlarda bir
ve ikiger saat siireyle 6 giin boyunca ENU’ya maruz birakildu.

C. HISTOLOJIK iNCELEME

ENU’ ya maruz birakilan baliklara 6.giiniin sonunda diseksiyon iglemi uygulandi. Baliklarin anestezisi
yaklasik 15 dk. buzlu su igerisinde bekletilerek yapildi. Dokular 24 saat Bouin fiksatifinde tespit
edildi. Dehidrasyon, artan etanol serisinde gergeklestirildi. Dokular ksilen iginde alkolden
arindirildiktan sonra, parafin igine gdomiildii. Mikrotomda 5 pm kalinlikta kesitler alindi. Kontrol ve
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deneme gruplarindan alinan testis dokulart Hemotoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak 1gik mikroskobu
ile incelendi.

1. BULGULAR

Kontrol grubunda normal testis histolojik yapis1 gozlendi. Seminifer tiibiillerin etrafinda bag doku
hiicreleri gozlendi. Isik mikroskobuyla incelenen testis dokusunda, spermatogenik seriye ait hiicre
kiimeleri goriildii. Spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatit ve sperm
hiicreleri izlendi (Sekil 1).

Spematogenik hiicrelerin en biiyiikk boyutuna sahip olan spermatogonyumlar genellikle solgun
vezikiiler yapida oval sekilli bir nukleusa, farkli yapida niikleer membrana, graniiler sitoplazma
yapisina sahipti. Primer spermatosit evresinde hiicre hacminde kiigiilme izlendi. Spermatogonyuma
gore orta biyiiklilkte bir hiicre boyutuna, yogun bir nukleusa ve belirsiz bir sitoplazmaya sahipti.
Sekonder spermatosit agamasinda biiyiik nukleuslu hiicre hacminin primer spermatosite oranla
kiiglildigii gozlendi. Spermatit asamasindaki hiicre boyutu spermatositlere oranla belirgin diizeyde
kiigiildiigii izlendi. Spermlerin seminifer tiibiil i¢inde merkezi kisimda toplandiklart goériildii. Bu
hiicrelerin koyu, yuvarlak nukleuslu oldugu ve sitoplazmalarinin segilemedigi tespit edildi.

Sekil 1. Kontrol grubu testis genel yapisindaki seminifer tiibiil. Sperm (S), Spermatogonyum (SG), Primer
spermatosit (PS), Spermatit (ST), Sekonder spermatosit (SK), intersitisyel hiicreler (ok), H&E X40

Yapilan aragtirmada ENU uygulanan zebra baligi testis dokusunun histolojik yapisinda olumsuz
degisimler gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubu ve 0,25 mM 1 saatlik ENU uygulanmis olan
deney grubu ile karsilastirildiginda; genel olarak seminifer tiibil sekil bozuklugu goézlenmistir.
Seminifer tiibiillerde vakuolizasyon tespit edilmistir. Spermatogonyum hiicrelerinde hipertrofi
izlenmigtir. 0,25 mM 1 saatlik ENU konsantrasyon grubunda seminifer tiibiiller biitinliigiiniin
bozulmasi, spermatogenik seriye ait hiicrelerin sayisinda azalma gériilmiistiir (Sekil 2).
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Sekil 2. 0,25 mM 1 saatlik ENU 'ya maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiil biitiinliigiiniin bozulmasi,
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (yildiz), spermatogonyum hiicresinde hipertrofi (cember),sperm (S),
spermatogonyum (SG), sekonder spermatosit (SK), spermatit (ST), primer spermatit (PS), H&E X40

0,25 mM 2 saatlik ENU konsantrasyonu uygulanan grup ile 0,25 mM 1 saatlik ENU’ya maruz kalan
testis dokusunda benzer histopatolojik etkiler tespit edildi. Ancak tiibiillerde meydana gelen
dejenerasyon seviyesi, siire artisina bagli olarak arttigi gortildii. Seminifer tiibiil sinirlar1 izlenmedi.
Spermatogenik seriye ait hiicrelerin azaldig: izlendi. Primer spermatosit hiicrelerinde hipertrofi tespit
edildi (Sekil 3). Ayrica intersitisyel alanda genisleme, seminifer tiibiillerde birlesme ve sperm
sayisinda artig goriildii (Sekil 4).

Sekil 3. 0,25 mM 2 saatlik ENU ya maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiil biitiinliigiin bozulmast (ok),
primer spermatosit hiicrelerinde hipertrofi (Cember), primer spermatositler (PS), sperm sayisinda artis (S),
spermatogonyum (SG), H&E X40
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Sekil 4. 0,25 mM 2 saatlik ENU ’ya maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiillerde birlesme (ok), intersitisyel
alanda genisleme (yildiz), sperm hiicresi (S), primer spermatosit(PS), spermatogonyum (SG) spermatit (ST),
H&E Boyama, X40

Kontrol grubu ile 0,25 mM 1 ve 0,25 mM 2 saatlik ENU’ya maruz kalan testis dokusu konsantrasyon
gruplan karsilastirildiginda seminifer tiibiillerde yapisal biitiinliigiin bozulmasi daha net goriildii. 0,50
mM 1 saatlik ENU’ya maruz birakilan grupta, seminifer tiibiillerde dejenerasyon, spermatogenik hiicre
kiimelerinin siirlarinda diizensizlesmeler tespit edildi. Spermatogonyum sayilarinda azalma oldugu
goriildii. Intersitisyel hiicrelerde hipertrofi tespit edildi. Seminifer tiibiillerde vakuolizasyon izlendi.

Spermatogonyum hiicresinde hipertrofi gorildii. (Sekil 5).

Sekil 5. 0,5mM 1 saatlik ENU ya maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (yildiz),
spermatogenik hiicre kiimelerinin simirlarinda diizensizlesme (liggen), spermatogonyum hiicresinde hipertrofi
(Cember),, intersitisyel hiicrelerde hipertrofi (0K) sperm (S), primer spermatit (PS) sekonder spermatosit (SK),

spermatogonyum (SG), H&E X40
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0,50mM 2 saatlik ENU ‘ya maruz kalan gruplarda ise seminifer tiibiillerde vakuolizasyon ve
dejenerasyonlarin diger konsantrasyon gruplarina gore daha ileri boyutta oldugu goézlendi. Genel
olarak seminifer tiibiillerde yapisal dejenerasyon goriildii. Seminifer tiibiillerin birlestigi izlendi.
Seminifer tiibiiller i¢i alanda vakuolizasyon tespit edildi. Bazal laminada yer yer kalinlasma oldugu
izlendi (Sekil 6).

Sekil 6. 0,50 mM 2 saatlik ENU va maruz kalan testis dokusu. Seminifer tiibiillerde yapisal dejenerasyon (ok),
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon (yvildiz), Bazal laminada yer yer kalinlasma(ok), Sperm (S), Primer spermatit
(PS), Spermatit (ST), Spermatogonyum (SG), sekonder spermatosit (SK), H&E X40

V. SONUC

Baliklarin lireme potansiyeli ile ilgili yapilan arastirmalarda histolojik incelemeler biiyilik bir 6neme
sahiptir. Ayrica gonadlarin histolojik yapisinin kirlilige duyarli oldugu bilinmektedir. Gonadlarda
gozlenen yapisal ve histolojik, fizyolojik degisimlerle kirlilik miktarlar1 arasindaki baglantilar,
ortamdaki kirlilik seviyelerinin belirlenmesinde 6énemlidir [10].

Bu ¢alismada da N-Nitrozo bilesiklerinden biri olan N-Nitrozo-N-Etiliire (ENU) maddesinin zebra
baliginin testis dokulari tizerindeki histolojik etkileri aragtirilmistir. Yapilan ¢aligmada, kontrol grubu
ile deney gruplar kargilastirilarak iki grup arasinda farkliliklar ortaya konmustur. Buna gére ENU
maddesi uygulan zebra balig1 testis dokusunda uygulanan konsantrasyon miktariyla orantili olarak,
seminifer tiibiillerde dejenerasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon, spermatogenik seride yer alan
hiicre kiimelerinde yapisal bozulmalar, sinirlarinin ve dagilimlarinin bozulmasi, spermatogenik hiicre
gruplarinda vakuolizasyon ve hipertrofi goriilmiistiir. Ayrica tiibiiler arasi alanda yer alan bag dokuda
kalinlagsma tespit edilmistir.

ENU’nun kanserojen etkisinin zebra balig1 iizerinde etkisini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada,
Zebra baliklart 2.5 mM veya 3.0 mM ENU ile maruz birakilmistir. Calisma sonucunda ENU’nun zebra
baliginda epidermal papillomlar gelistirdigi gézlenmistir [5].

Jiang ve arkadaglarmin (2011) yaptiklar1 ¢alismada, ENU maddesine maruz birakilan ot sazani
(Ctenopharyngodon idellus) sperm hiicreleri tizerine mutajenik etkisi incelendiginde, balikta
morfolojik olarak anormal degisikliklerin ve embriyo gelisimi iizerinde baskin etkilerin oldugu
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goriilmiistlir. Ot sazanlarinda ENU maruziyetinin neden oldugu baskin fenotipler, notokord desenleri
ve sinir sistemi, i¢ organ gelisimi gibi spesifik embriyonik gelisim siireclerinin bozulmasina neden
olmustur. Bunun sebebi olarak da artan ENU veya sentetik 6ldiiriicii mutasyonlarin konsantrasyonu ile
dogru orantili olabilecegi disiintilmistir [11]. Bizim bu calismamizda ENU konsantrasyonun
artmastyla testis dokusunda da histolojik deformasyonlarin daha belirgin oldugu tespit edilmistir.

Titanyumdioksit (TiO2) maddesi kullanarak yapilan bir ¢alismada zebra baligina uygulanan
konsantrasyon gruplarinin artisina bagl olarak testis dokusunda, spermatagonyum ve spermatosit
hiicrelerinde azalma, artan konsantrasyonla birlikte seminifer tiibiillerde bozulma, par¢alanma, diisiik
konsantrasyonlarla (1 mg/L) karsilastirildiginda bu bozulmalarin artan diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek konsantrasyona (4 mg/L) maruz kalan dokularda ise spermatogonyum, spermatosit
ve spermatik hiicrelerin azaldigi goriilmiistiir [12]. Bu ¢alisma ile ortaya ¢ikan sonuglar bizim
calismadaki sonuglar benzerlik gostermektedir.

Deltametrin maddesi uygulanan Xiphophorus helleri testis dokularinda meydana gelen histopatolojik
etkileri inceleyen bir c¢aligmada, Xiphophorus helleri 72 saat boyunca 0,02 ppm ve 0,04 ppm
konsantrasyonlarinda deltametrin maddesine maruz birakilmigtir. Baliklarin testis dokularinda kontrol
grubuna gore cesitli bulgulara rastlanmistir. Konsantrasyon artisina bagli olarak deney gruplarinda
sperm hiicrelerinde azalma, seminifer tiibiillerde dejenerasyon izlenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar bu
calismadaki sonuglar ile benzerlik gostermektedir [13].

Lora ve arkadaglarinin (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Bisfenol A (BPA) maddesine 14 giin boyunca
maruz kalan zebra baliginin testislerinde morfolojik degisiklikler meydana gelmistir. Testis hiicre
bilesenlerinde belirgin bir dejenerasyon, Sertoli hiicrelerin ylizdesinde bir artis ve belirli bir
konsantrasyondan sonra (100 pg/l) izlenen iireme hiicrelerinin yiizdesinde belirgin bir azalma oldugu
tespit edilmistir [14].

Ham petroliin suda ¢6ziinebilen kisimlarinin Xiphophorus helleri  (Kiligkuyruk Balig1) testis
dokusundaki akut etkilerinin ortaya kondugu bir ¢aligmada, %10, %20, %40 konsantrasyonlarda ve
24, 48, 72 ve 96 saat siireyle ham petroliin suda ¢6ziinebilen kisimlarina, maruz birakilan kiligkuyruk
baliginin, konsantrasyon ve maruziyet siiresi artisina paralel olarak tiim deney gruplarinin, testis
dokusunda yaygin vakuolizasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon tespit edilmistir. Bu ¢aligsma ile
ortaya ¢ikan sonuglar bu ¢aligmadaki sonuglar benzerlik gostermektedir [10].

Semicarbazide (SMC) maddesinin zebra balig1 {ireme sistemi iizerindeki etkilerini inceleyen bir
caligmada, zebra baliklarina 28 giin boyunca 4 konsantrasyon grup seklinde (1, 10, 100 ve 1000 g/L)
SMC’ ye maruz birakilmistir. 10 g/L’ ye esit veya daha kii¢iik konsantrasyonlarda SMC’ye maruz
kalan baliklarda, kontrol grubuna kiyasla farkliliklar tespit edilmemistir. Ancak 100 g/L konsantrasyon
grubunda, yogun sekilde paketlenmis spermler, seminifer tiibiillerde bircok bosluk gézlemlenmistir.
1000 g/L SMC' ye maruz kalan baliklarda ise spermatositlerin diizensiz, kirik bir tunika propriyas1 ve
daha az spermle birlikte ciddi sekilde dejenere olmus bir testis dokusu tespit edilmistir. Artan
konsantrasyonlarla birlikte testis dokuda meydana gelen doku harabiyetleri, bu ¢alismadaki artan
konsantrasyon oraniyla benzer sonuglar gostermektedir [15].

Sonug¢ olarak; farkli kimyasal maddelerin testis dokusu iizerinde histopatolojik yénden olumsuz

etkiledigini, konsantrasyon artiglarina bagl olarak bu olumsuz bulgularin dokuda daha belirgin oldugu
tespit edilmistir.
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