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Ozet: Bu caligmada, toksik bir kif metaboliti olan Aflatoksin B; (AFB;)’in Danio rerio embriyolarinin gelisimi {izerine olan
teratojenik etkileri arastirilmistir. Artan konsantrasyonlarda AFB; uygulanan balik embriyolarinda gesitli anormallikler 96 saat
sireyle gozlenmistir (24hpf, 48 hpf, 72 hpf, 96 hpf). Bu anormallikler Rasisis (gelisimde gerileme), Lordoz (vertebra anormalligi),
kardiak 6demi, ¢esitli viicut kisimlarinin olugsmamasidir. AFB;’e maruz kalma siiresi ve konsantrasyon arttikca anormalliklerin
goriilme siklig1 ve oliimler de artmistir. Hemen hemen biitiin dozlarda anormallikler gézlenmis ancak kontrol gruplarinda higbir
anormallik gozlenmemistir. Kontrol ve deney gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). AFB;’in
neden oldugu malformasyonlarin olast mekanizmasi tartigilmistir.
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The Toxic Effects of Aflatoxin B; on the Embryos and Larvae of Zebrafish
(Danio rerio (Hamilton))

Abstract: In the current study, the teratogenic effects of Aflatoxin B, a toxic mold metabolite, on the development of embryos and

larvae of Danio rerio were investigated. The various abnormalities were observed in fish embryos and larvae exposed to increasing
concentrations of AFB; during 96 hours (24 hpf, 48 hf, 72 hpf and 96 hpf). This abnormalities are Rachisis (regression of
development), Lordosis (tail defect), cardiac edema, not formed of various body structures. Mortality and frequency of occuring
abnormalities increased when it was increased the time of exposed to AFB; and concentration. Abnormalities were observed in
almost all doses. Abnormalities were not observed in control groups. It was found that the difference between control and test groups
is statistically significant (P<0.05). The possible mechanism of the malformations caused by AFB; was discussed.
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Giris

Mikotoksinler, birgok toksijenik kiif tiirii tarafindan akintisi, besinlerden yararlanma isteginin kaybolmasi

sentezlenen, insan ve hayvanlar tarafindan alindiklarinda,
akut ya da kronik intoksikasyonlara neden olan sekonder
metabolitlerdir. Yaklagik 300 kif tlirlinlin mikotoksin
olusturdugu, bunlarin i¢inden 100 tanesinin insan ve
hayvanlar igin toksik oldugu bilinmektedir. Yapilan
deneysel ¢alismalara gore toksik etkisi en yiiksek olan

mikotoksinlerden birisi olarak aflatoksinler
gosterilmektedir.
Aflatoksinler,  Aspergillus flavus ve  Aspergillus

parasiticus adi verilen funguslar tarafindan iiretilen son
derece toksik, mutajenik, karsinojenik, hepatotoksik ve
teratojenik sekonder metabolitlerdir. Bu funguslar bir ¢ok
uriinii kontamine etmekte ve kontamine drlnler de insan
ve bir¢ok ciftlik hayvaninin saglhigimi ciddi sekilde tehdit
etmektedir. Aflatoksikozis olaylarinin yaklasik %75-
83’line neden olan Aflatoksin B; (AFB;), dogada yem
maddelerinin lizerinde iireyen kiiflerin en yaygin
metabolitidir. Aflatoksinin 18 ayr1 tiirii bulunmasina
ragmen yem ve yem maddelerinde en fazla tespit edilenler
AFB,, AFB,, AFG; ve AFG,’dir (Hartley vd., 1963).
Aflatoksinli besinleri alan insan ve hayvanlarda akut,
subakut ve kronik aflatoksikozis gorilur.  Akut
zehirlenmeler oldukga fazla miktarda (6.3-15.6 ppm)
aflatoksin alimi ile gergeklesir ve solunum gii¢liigii, burun
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(anoreksi), viicut dengesi ile hareket uyumu arasindaki
anormallik (ataksi), istahsizlik, kanli ishal ve sonugcta
6lum meydana gelir.

Diisiik dozlarda ve uzun siire aflatoksin alinimma bagl
olarak ortaya ¢ikan kronik  zehirlenmeler akut
zehirlenmeye oranla daha sik ve yaygin olarak
gorilmektedir. Bu tip zehirlenmelerde klinik belirtiler
genelde net olmadigindan, tanimlanmalari olduk¢a giictiir
ve Onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Aflatoksinlerden uzun siire etkilenmis hayvanlarda yem
tilketimi, yemden yararlanma etkinligi, biiylime hizi veya
canli agirlik artig oran1 oldukga diiger. Kil ortiisii zayiflar,
anemi, karin biiylimesi, hafif derecede sarilik, depresyon,
istahsizlik, immun sistemin yetersizligi, stres kosullarma
uyum yeteneginin azalmasi, hastaliklara kars1 direngsizlik
ve Olim oranlarinin artmasi gibi belirtiler ortaya gikar.
Farkli canli gruplarinda, toksik etki meydana getiren
aflatoksinlerin, LDsy degerleri yasa, cinsiyete, tire,
beslenme tarzina, viicut agirhigma ve sicakliga bagh
olarak degismektedir (Patterson, 1973; Davis ve Diener,
1978).

Aflatoksinlerin omurgasiz hayvanlar iizerindeki insektisit
ve larvisit etkileri, c¢esitli arastirmacilar tarafindan
gosterilmigtir. AFB; ile kontamine edilmis besiyerinde
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yetistirilen D. melanogaster tdriinde larval ve pupal
mortalite artmis ve gesitli teratojenik etkiler gézlenmistir
(Chinnici vd., 1976; Lalor vd., 1976). Benzer bir
arastirmada ise AFB;’in ergin sineklerin kanat, bacak ve
abdomeninde ¢esitli fenotipik anormallikler meydana
getirdigi  (Uysal ve Sisman, 2003) ve Drosophila
melanogaster tiiriinde hem otozomal, hem de eseye bagl
karakterleri  etkiledigi belirtilmektedir (Chinnici ve
Melone, 1985; Sigsman vd., 2005).

Ancak yapilan literatiir ¢alismalarinda AFB;’in Zebra
baliginin embriyolar1 tizerindeki etkileri ile ilgili herhangi
bir arastirmaya rastlanilamamistir. Bu arastirmada,
Aflatoksin B;’in Zebra baliginin embriyolari tizerindeki
teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Yontem

Zebra Balig Kiiltiirleri, Yetistirilmesi ve Yumurtalarinin
Toplanmas

Damizlik Zebra baliklar: Istanbuldaki akvaryumculardan
temin edilmistir. Baliklar 40x60x100 cm (yiikseklik, en,
boy) ebadinda stok akvaryumda yetistirilmis ve yemleme
ginde 2-3 kez yapilmistir. Akvaryumun bulundugu ortam
fotoperiyodu saglamak i¢in 14 saat aydinlik, 10 saat
karanlik olacak sekilde 1siklandirilmis, suyun sicakligi 28
°C’ye ve pH 7 olacak sekilde ayarlanmustir (Hallare vd.,
2004). Yumurta toplamak i¢in, yumurta toplanmasi
amaglanan gilinden 1 hafta once, baliklar hafta boyunca
canli yemlerle (Daphnia, Paramecium, Rotifera gibi)
beslenmistir. Sonra 2 disiye 3 erkek gelecek sekilde
24x28x40 cm ebadinda ciftlestirme akvaryumlara
birakilmigtir. Baliklarin kendi yumurtalarin1 yemelerini
onlemek amaciyla, akvaryumlar i¢ine 2 mm araligi olan
naylon tiilden yapilmis kiiciik kafesler yerlestirilmistir.
Daha 6nceden fotoperiyoda aligkin olan baliklar, yumurta
toplanacak giinden bir gun 6nce, bu akvaryumlara
birakilmis ve ertesi sabah dollenmis yumurtalar tiil
kafesler iginde gozlenmistir. Kafeslerden toplanan
yumurtalar, denemelere baslayincaya kadar Holtfreter
soliisyonu bulunan petrilerde bekletilmistir (Kiiciikoglu,
1996).

Embriyo ve Larval Toksisite Testi (ELS Testi)
Glinlimiizde  baliklar i¢in  zararli  kimyasallarin
arastirilmasinda gesitli teratojenite testleri
kullanilmaktadir. Bu testler mortalite, 6liim orani, gesitli
malformasyonlar (fenotipik ve gelisimsel anormallikler)
ve bu malformasyonlarin sonraki nesilde ortaya cikip
¢tkmadigina dayanmaktadir.
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Bu testlerden en yaygin kullanilani ve en giivenilir olani
ELS (Early Life Stage) Testi’dir (Nagel, 2002; Roex vd.,
2002; Hallare vd., 2004; Hutchinson vd., 2003). Bu
arastirmada, AFB;’in toksisitesini belirlemek amaciyla,
bu test kullanilmistir. Bu teste gore, toksisitesinden
siiphelenilen kimyasal madde, yeni dollenmis balik
yumurtalarma farkli dozlarda 96 saat siireyle uygulanir.
48 saatte embriyolarin yarisint 6ldiiren doz, olarak
belirlenir. LDsy degerinin bir alt dozu (subletal) uygulama
dozu olarak belirlenir ve 96 saatlik uygulama sonucunda
cesitli anormallikler gozlenirse uygulanan maddenin
toksik olduguna hiikmedilir.

Embriyo ve Larvalara AFB; ’nin Uygulanmasi

Bunun i¢cin AFB;’den 10 ppm’lik stok soliisyon
hazirlanmigtir (1 mg AFB; %10’luk 100 ml DMSO
icinde ¢oziindiirilir) ve bu solisyondan 5 farkli
konsantrasyonda (0.2, 0.5, 0.8, 1.4, 1.7 ve 2.0 ppm)
uygulama yapilmigtir. Kontrol grubu olarak 50 ml
Holtfreter Solisyonu ve 50 ml %10’luk DMSO
kullanilmistir. Dollenmis yumurtalar (her petri i¢in 30
adet) icinde 50 ml Holtfreter Solisyonu+ AFB; bulunan
petri kaplarma alinmig, 14:10 fotoperiyot uygulanan bir
ortamda 26 °C’ye ayarli inkiibatdre yerlestirilmistir.
Gozlemler 24, 48, 72 ve 96 saat araliklarla yapilmig ve
her 24 saatte bir petri iclerindeki sollisyonlar
yenilenmistir (Hallare vd., 2004). Kontrol ve deney
gruplarinda meydana gelen degisiklikler dijital kamera
destekli stereo mikroskopla gdzlenip fotograflari
cekilmistir.

Bulgular

Zebra balig1 embriyolarina 48 saatlik AFB; uygulanmasi
sonucunda, probit analizi kullanilarak LDs, degeri 1.4
ppm olarak hesaplanmistir. Buna bagli olarak subletal doz
(0.8 ppm) AFB;’in 96 saatlik uygulama sonucunda ise
gelisimsel oran diigmiis, teratojenik malformasyonlar ile
embriyonik ve larval dliimler artmigtir. Bu anormallikler
72 saate kadar embriyo ve larvalarda gelisimde gerileme
(Rasisis), vertebra anormalligi (Lordoz), kardiak 6demi,
nonpigmentasyon, ¢esitli viicut kisimlarinin olusmamasi
ve eksik gelisimi seklinde ortaya ¢ikmugstir (Sekill-3).
Ozellikle koryondan cikiglarda gecikmenin gdzlendigi
larvalarda anormalliklerin digerlerine gore daha fazla
meydana geldigi tespit edilmistir. Anormallik gdsteren
larvalar normal ortama alindiklarinda en fazla 20 giin
yasadiklar1 ve sonra 6ldiikleri gdzlenmistir.


mailto:turgaysisman@hotmail.com

Aflatoksin By 'in Zebra baliginin (Danio rerio ) Embriyo ve Larvalar: Uzerine Olan Toksik Etkileri

Sekil 1. a) Normal embriyo (24 hpf: hour post fertilization), b) Ragisiz (g6z ve diger yapilar: gelisememis embriyo)
gorilen 24 saatlik embriyo (0.8 ppm AFB,).

b)

Sekil 2. a) Normal embriyo (48 hpf), b) Kardiak 6dem (ok) ve nonpigmentasyon gorilen 48 saatlik embriyo (0.8
ppm AFB,).

Sekil 3. a) Normal embriyo (72hpf), b) Lordoz (vertebra anormalligi) goriilen 72 saatlik embriyo (0.5 ppm AFB,).

Cizelge 1. Cesitli dozlarda AFB1’e maruz kalmis Zebra baligi embriyolarinda gozlemlenen anormallik tipleri ve %
olarak orani.

Gelisimsel Anormallik | Kontro | DMS Aflatoksin B1 (ppm)

Tipleri I ) 02 | 05 | 08 | 14 | 1,7 | 20
Ragisiz 0 0 12 22 | 39* | 53* a a
Kardiak 6dem 0 0 18 | 26* | 35* | 51* a a
Nonpigmentasyon 0 0 15 22 | 32* | 49* a a
Lordoz 0 0 37* | 48* | 67* | 75* a a
Non-Hatching 3 3 10 15 | 30* | 59* | 100 | 100

A Larvalar yumurtadan ¢ikamadiklart ve 6ldiikleri i¢in anormallik teshisi yapilamamustir.
*Kontrol ve deney gruplari arasindaki farkin 6nem seviyesi (P<0.05).
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96 saatlik embriyolar ise, koryondan ¢ikamadiklarindan
(non-hatching) ve ¢ogu oldiigiinden anormallik teshisi
yaptlamamigtir. Anormalliklerin siddetine bakildiginda
ise en fazla g6zlemlenen anormallik tipinin Lordoz yani
vertebra defekti oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

Tartisma ve Sonug¢

Bu calisgmada, AFB;’in Zebra baligimnin embriyolar
Uzerine olan teratojenik etkileri incelenmistir. Bu
incelemelerde AFB;’in balik embriyolarinda ¢esitli
hatalara yol ac¢tig1 belirlenmistir. Bunlarin baglicalari
Olimlerin artmasi, gelisimde gerileme, c¢esitli viicut
kisimlarinin - olusamamasi ve vertebra defektleridir.
Bulgularimizi daha onceki arastiricilarin bulgulart da
destekler  dogrultudadir. Ancak yapilan literatlr
calismalarinda, AFB;’in Zebra baliginin embriyolari
lzerine olan teratojenik etkisiyle ilgili direkt sonuclara
rastlanilmamustir. Bu nedenle bulgularimiz, bu baliklarin
erginleri ve diger baz1 farkli organizmalardan elde edilen
calisma sonuglar1 1s18inda degerlendirilecektir.

Aflatoksinlerle ilgili ¢aligmalarda, aflatoksinlerin rat ve
gokkusagi alabaliginda (Lancaster vd., 1961) giftlik
hayvanlarinda  (Alleroft, 1965) ve maymunlarda
(Adamson vd., 1973) karsinojenik ve toksik etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Adamson vd. (1973) tarafindan
yapilan ¢aligmalarda, bir disi maymuna iki hafta boyunca,
ginde ¢ kere 800 ng/kg aflatoksin iceren besinler
yedirilmis ve bu hayvanlarda once sarilik ve halsizlik,
ardindan karaciger kanseri goriilmistir. Bu sonuglar
cesitli aragtiricilar tarafindan da dogrulanmustir (Campbell
ve Stoloff, 1974; Dvorak vd., 1977; Pier, 1981).

Mikotoksinler ve ozellikle aflatoksinler DNA, RNA ve
protein gibi hiicresel makromolekiillere afinite gosterirler
ve onlarin sentezini inhibe ederler. DNA’ya bagli RNA
polimeraz aktivitesi de bloke edilir (McLean ve Dutton,
1995). Allison ve Paton (1965)’e gore de sekonder
metabolitler, lizozomal enzimlerin aktivitesini
engelleyerek  kromozomal hatalara sebep olurlar.
Makromolekullerin bu inhibisyonundan, sitokrom p-450
ve aril hidrokarbon hidroksilaz gibi bir takim enzimlerin
etkisi sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Cavin vd., 1998). Bu metabolitler ise
muhtemelen, AFB;-8,9-epoksit (Bushy ve Wogan, 1984)
ve AFB;-2,3-epoksittir (Benasutti vd., 1988). Molekuler
diizeyde yapilan aragtirmalar, AFB; metabolitlerinin
hiicre DNA’sina baglandigini (Gradelet vd., 1998), hedef
bazin guanin oldugunu (Lyman vd., 1988) ve AFB;-8,9
epoksidin DNA’daki guanine baglanarak 8,9 dihidro-9-
hidroksi (N7-guanil) AFB; formu olustugunu gostermistir
(Benasutti  vd., 1988). Bu form AFB;- DNA
kompleksinin %90’1n1 olusturmakta ve bdylece DNA’da
promutajenik alanin artmasiyla tiimér olusumu baslamis
olmaktadir. Yapilan diger bir arasgtirmada, ergin Zebra
baliklarina 50-400 pg/kg arasinda degisen dozlarda AFB;
24 saat sireyle injekte edilmis ve sonugta karaciger
kanseri g6zlemlenmistir. Bu durum ise AFB;’in balik
viicudunda hizli  bir sekilde metabolize olarak
(biyoaktivasyon ~ ve  biyoakimilasyon) = DNA’ya
baglanmasiyla izah edilmistir (Toxel vd., 1997).
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Sonu¢ olarak denilebilir ki, AFB; Zebra baliginin
embriyolar1 iizerinde teratojenik etkiye sebep olmaktadir.
Genetik yapidaki diizensizliklerden dolay1 ksenobiyotik
(xenobiotik) metabolizma enzimlerinin eksikligi ya da
sentezlenmemesi  (arilhidrokarbon  hidroksilaz  gibi)
detoksifikasyon mekanizmanin ¢aligmasini engellemekte;
bu da Zebra baliginin gesitli gelisim donemlerinde toksik
etki ya da mortaliteye sebep olmaktadir.
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