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Ozet

Bisfenol A (BPA), polikarbonat plastiklerin ve epoksi reginelerinin iiretiminde kullanilan gevresel bir kirleticidir.
Bununla birlikte bisfenol S (BPS), son zamanlarda BPA {iriinlerine alternatif olarak kullanilmaya baglanan bir bisfenol
analogudur. Bu ¢aligmada farkli BPS konsantrasyonlarma (0, 100 ve 500 pg/L) 21 giin maruz birakilan japon baliklarinin
(Carassius auratus) karaciger, bobrek, gonad ve solungag dokularindaki bir dizi etki histopatolojik olarak belirlenmistir.
Solungaglarda BPS’nin hiperemi, 6dem, epitel hiicrelerinde deskuamasyon ve nekroza neden oldugu dikkat ¢ekmistir.
Bobreklerde nekroz ve melanomakrofaj infiltrasyonlart siklikla gozlenmistir. Karacigerde BPS nin hiperemi ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonlarina neden oldugu saptanmigtir. Bu ¢aligma, BPS'nin Carassius auratus'un gesitli viseral organlarinda
dejeneratif degisikliklere neden oldugu ve histopatolojik degisikliklerin siddetinin doza bagli oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucu, mikroplastik, histopatoloji, ksenoostrojen
Toxic Effects of Bisphenol S on the Gonad and Visceral Organs of Goldfish (Carassius auratus)
Abstract

Bisphenol-A (BPA) is an environmental contaminant used in the manufacturing of polycarbonate plastics and epoxy
resins. Whereas bisphenol S (BPS) is a bisphenol analogue which is recently used to replace BPA products. We demonstrated
the effects of BPS on liver, kidney, gonad, and gills in goldfish (Carassius auratus) by a histopathological examination.
Fishes treated with different concentrations (0, 100 and 500 pg/L) of BPS were tested for a duration of 21-days. In gills, BPS
caused hyperemia, edema, epithelial desquamation and necrosis. Kidney lesions included necrosis and melanomacrophage
infiltrations. BPS stress caused hyperemia and inflammatory cell infiltrations in livers. The present study revealed that BPS
causes degenerative changes in various visceral organs of Carassius auratus and severity of histopathological changes were
dose related.

Keywords: Endocrine disruptor, microplastic, histopathology, xenoestrogen

GIRIS

Diinya, kisitli su kaynaklarina ilaveten gevresel kirliligin orantisiz etkileriyle miicadele etmektedir.
Endiistrilesmenin artmasiyla gol ve nehir gibi sucul ekosistemlere desarj edilen gevresel kirleticiler,
canlilar i¢in Onemli saglik problemlerine neden olmaktadir. Cevresel kirleticilerin, Okaryotik
organizmalarda endokrin fonksiyonlarin bozulmasina neden oldugu bilinmektedir. Endokrin
bozucular; endojen hormonlarini taklit edip hormon sentezini ve hormonal fonksiyonlar1 engelleme,
depolanan hormonlar1 serbest birakma, salgi ve tasinim mekanizmalarini durdurma, dogal hormonlari
devre dis1 birakma, hormon reseptorlerini antagonize ya da agonize etme gibi etkiler ile viicudun
hormonal sistemine etki etmektedir (Cek ve Sarihan, 2010; Schonfelder vd., 2002). Endokrin
bozucular olarak tanimlanan molekiil grubu; bisfenol A (BPA), bisfenol S (BPS), 4-nonilfenol (NF),
oktilfenol, vinklozolin ve dietilstilbestrol (DES) olarak kullanilan sentetik kimyasallar1 icermektedir
(Molina vd., 2018). BPA; gida ve igecek ambalajlari, yapistiricilar, elektronik pargalar gibi endiistriyel
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iiriinlerin {iretiminde kullanilmakta ve toplam {iretim kapasitesiyle diinyanin en ¢ok iiretim hacmine
sahip olan kimyasallardan biri haline gelmistir (Wright-Walters, 2011; Liao vd., 2012a; Li vd., 2010;
Flint vd., 2012).

Diinyada BPA ile ilgili kaygilarin artmasi ve bazi iilkelerde yasaklanmasi endiistriyel olarak
iiretilen triinlerde BPA’nin yapisal bir analogu olan BPS’nin kullanimini artirmaya baglamistir.
Bununla birlikte, yapilan calismalar BPS'nin BPA ile benzer endokrin bozucu etkilere sahip oldugunu
ve ortamdaki varliginin benzer sekilde ekosistemler ve insan sagligi iizerine 6nemli riskler
olusturabilecegini géstermektedir (Qiu vd., 2018). Diisik doz BPS maruziyetinin zebra baliginin
embriyonik evresinde beyin gelisimine etki ettigi, balik larvalarinda erken hipotalamik norojenezi ve
eslik eden hiperaktif davranisi arttirdigini bildirmislerdir (Grignard vd., 2012; Qui vd., 2016).

Bisfenol grubu bilesiklerin farkli canli tiirleri i¢in dokular iizerindeki histopatolojik etkileri ile ilgili
cesitli aragtirmalar yapilmigtir. Yapilan bir ¢aligmada siganlara igme suyu ile verilen BPA’nin iireme,
testis patolojisi ve spermatogenezis {iizerinde olumsuzluklar meydana getirdigi belirlenmistir
(Buckiova vd., 2001). Bir bagka calismada, 1 mg/L. BPA’ya maruz birakilmig tilapia (Oreochromis
mossambicus) baliklarinin  karacigerlerindeki parankimatéz dokuda lezyon, o&dem bulgular,
vakuolizasyon, belirgin dejenerasyon ve siniizoidlerin daralmasi gibi dejenerasyonlar goriilmiistiir.
Ayrica hepatositlerde sisme ve nekrozun sekillendigi bildirilmistir (Vasu vd., 2019). Yapilan bir diger
aragtirmada, 2 farkli konsantrasyonda (1 ve 50 pg/kg viicut agirligi/giin) BPS’ye maruz birakilan
sicanlarin spermatogenezisi tizerinde kisitlayici bir etkiye sebep oldugu belirlenmistir (Ullah vd.,
2016).

Bisfenol bilesiklerinin ¢evrede ve i¢ sularda bulundugu ve besin zinciri ig¢inde insanlara
ulagsmasinin olagan oldugu bilinmektedir. Japonya’ da yapilan arasgtirmalarda BPS’nin; sedimentte
bisfenol grubu bilesiklerden en fazla bulunan kimyasal oldugu bildirilmistir (Liao vd., 2012b).
Yiizeysel ve atik sularda en yiiksek BPS konsantrasyonu 3 pg/L olarak rapor edilmistir (Kienhuis ve
Geerdink, 2000). BPS, ileride yaratabilecegi problemler sebebiyle incelenmesi yararli olacak maddeler
listesine alinmustir (OEHHA 2012). Bu nedenle de bu maddelerin canlilarda birikiminin
degerlendirilmesi ve deney hayvanlarinda c¢esitli dozlarda deneysel ¢alismalar yapilarak etkilerinin
belirlenmesi Onem tagimaktadir. Balik dokularinin histopatolojisi, ¢evresel stres etkilerinin
degerlendirilmesini saglayan giivenilir bir izleme aract olup suda yasayan organizmadaki insan
kaynakl1 stresorlerin neden oldugu saglik bozuklugunun da en giivenilir gdstergelerinden biridir.

BPS’nin sucul ortamdaki canlilar {izerinde olumsuz etkisine dair bilgi eksikligi dikkate alinarak, bu
calismada s6z konusu kimyasalin kademeli konsantrasyonlarma (100 ve 500 pg/L) maruz birakilan
japon baliklarindaki (Carassius auratus) karaciger, bobrek, solungag ve gonad dokularinin
histopatolojik bulgular1 incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Etken Maddenin Hazirlanmasi

Calismada segilen tiim kimyasallar (saflik > %99) Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA)’dan temin
edilmistir. BPS, hassas terazi ile tartilmig ve metanol:su (%10 (h/h)) ikili karisimlarinda stok ¢ozelti
hazirlanmig, 4 °C'de cam sisede muhafaza edilmistir. Stok soliisyonlart akvaryum suyu ile
seyreltilerek istenilen konsantrasyonlar elde edilmistir (Chen vd., 2017).
Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Bu ¢aligmada akvaryum baliklart satis ofisinden 180 adet japon balig1 (Carassius auratus) (ortalama
3 aylik, 5-10 g agirliginda, 5,5-7 cm uzunlugunda) temin edilmistir. Arastirmada baliklar icerisinde
100 L su bulunan cam akvaryumlara her bir gruptan 3 paralel ve her paralelde 20 balik olacak sekilde
dagitilmis ve 2 hafta siireyle adaptasyona tabi tutulmustur. Adaptasyon sonrasinda baliklar 100 ve 500
pg/L olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda BPS’ye 21 giin boyunca maruz birakilarak 12 saat
aydmnlik:12 saat karanlik fotoperiyot uygulamasi yapilmistir (Lindholst vd., 2001). Maruziyet igin
hazirlanan ¢ozeltiler daha 6nceki bir ¢alismadan uyarlanmigtir (Wang vd., 2019). Deneme siiresince su
sicakligr 2442 °C olarak ayarlanmig ve japon baliklar i¢in kullanilan pelet yemle giinde iki kez
doyuncaya kadar beslenmistir. Tanklardaki yem artiklar1 su kalitesinin bozulmamasi igin sifon
yardimiyla ortamdan uzaklastirilmigtir.
Histopatolojik incelemeler

Aragtirma siiresi sonunda her gruptan 9 adet balik fenoksietanol (0,1-0,5 ml/L) ile anestezi
edildikten sonra disekte edilmis ve karaciger, bobrek, solungag ve gonad dokular1 alinarak %10’luk
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formaldehit soliisyonu igerisinde tespit edilmistir. Ardindan doku 6rnekleri Leica ASP300S otomatik
doku takip cihazi (Leica Mikrosistem, Nussloch, Almanya) tarafindan rutin doku takip isleminden
gecirilerek parafine gomiilmiistiir. Tam otomatik mikrotom ile 5 um'lik kesitler alimmistir (Leica RM
2155, Leica Mikrosistem, Nussloch, Almanya). Daha sonra alinan kesitler hematoksilen ve eozin (HE)
ile boyanmis ve 151k mikroskobu (Olympus CX41, Olympus Corporation, Tokyo, Japonya) altinda
incelenmistir. Morfometrik degerlendirme ve mikrofotografi iglemleri; Database Manual Cell Sens
Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanilarak yapilmigtir
(Bancroft ve Stevens, 1977).

BULGULAR
Solungaclar

Solungaclarin histopatolojik degerlendirilmesi sonucunda kontrol grubunda normal doku yapisi
gozlenmistir. Bununla birlikte, BPS uygulamasi siddetli hiperemi, 6dem ve epitel hiicrelerinde
deskuamasyon ve nekroza neden olmustur. S6z konusu bulgular 500 pg/L uygulanan grupta 100 pg/L’
ye maruz kalan gruptan daha fazla gézlenmistir (Sekil 1).

100 pg/L

Sekil 1. Kontrol, 100 ng/L ve 500 pug/L BPS konsantrasyonlarinin solungag¢ dokularindaki histopatolojik
bulgular: Kontrol grubunda normal doku histolojisi, BPS’ye maruz birakilan baliklarin solungaglarinda belirgin
hiperemi (ince oklar) ve solungag lamellerinde deskuamasyon ve nekrozlar (kalin oklar), HE, Barlar = 20 um.

Karaciger

Karacigerin mikroskobik incelenmesi sonucunda kontrol grubunda normal doku histolojisi
goriilitken BPS uygulanan her iki grupta da hiperemi, kiiglik kanamalar, hepatositlerde
dejenerasyonlar ve inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 goriilmistiir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kontrol, 100 pug/L ve 500 pg/L BPS konsantrasyonlarinin karaciger dokularindaki histopatolojik
bulgular: Kontrol grubunda normal doku histolojisi, BPS uygulanan gruplarda belirgin hiperemi (kalin ok),
inflamatuar hiicre infiltrasyonlar (ince oklar) ve kiigiik kanama alanlar1 (beyaz ok) , HE, Barlar = 20 pm.

Bobrek

Bobrek dokusu i¢in yapilan incelemelerde kontrol grubunda, normal bébrek histolojisi gézlenirken,
BPS’ye maruz birakilan diisiik konsantrasyon grubunda nekroz, yiiksek konsantrasyonda ise nekroz ve
melanomakrofaj infiltrasyonu dikkati ¢gekmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Kontrol, 100 pg/L ve 500 pg/L BPS konsantrasyonlarinin bébrek dokularindaki histopatolojik bulgular:
kontrol grubunda normal bobrek histolojisi, BPS’ye maruz kalan gruplarda nekroz (ince oklar), melanomakrofaj
infiltrasyonlar (kalin oklar), HE, Barlar = 20pm.

Testisler

Testislerin histopatolojik incelemesi sonucunda, BPS maruziyeti olan gruplardaki spermatidlerde
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir azalma sekillendigi ve testis fonksiyonunun bozuldugu
saptanmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Kontrol grubunda normal testikiiler histoloji, BPS maruziyetli gruplarda seminifer tubuller igerisindeki
spermatidlerde belirgin azalma (oklar), HE, Barlar=50pum.

Ovaryumlar

Ovaryumlarin histopatolojik incelemesi sonucunda, kontrol grubunda mikroskobik olarak normal
histoloji gozlenmistir. BPS uygulamasi, olgun oosit sayisinda belirgin azalmaya ve dejeneratif veya
akretik oosit sayisinda belirgin artisa neden oldugu ve ovaryum fonksiyonlarinda bozulmaya sebep
oldugu saptanmustir (Sekil 5).

Sekil 5. Kontrol grubunda ¢ok sayida olgun oositler (ok baslari), BPS uygulanan grupta olgunlagmis oositslerde
belirgin azalma (ok basi) ile olgunlagsmamus oositlerde (kalin oklar) ve dejeneratif veya atretik oositlerde (ince
oklar) belirgin artig, HE, Barlar = 100um.
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TARTISMA VE SONUC

Yirminci ylizyil baslarinda cam ve ¢eligin yerine gegebilecek bir malzeme olarak iiretilen BPA,
yapilan calismalarda etki mekanizmasindan, Ostrojenik hasara; immunotoksik etkilerden, doku
hasarina kadar pek ¢ok alanda {izerinde ¢alisgilmig bir kimyasal maddedir (Qiu vd., 2016; Lindholst
vd., 2001; Vasu vd., 2019). Faheem vd., (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Catla catla baliklar
15 giin boyunca gesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 3 ve 4 mg/L) BPA’ya maruz birakilmistir. Solungag
dokularindaki inceleme sonucunda, mukoza hiicrelerinde hiperplazi, sekonder lamellalarda
dejenerasyon ve nekroz gozlendigi bildirilmistir. Yapilan bir baska ¢aligmada Oreochromis
mossambicus baliklart 1 mg/L konsantrasyonunda BPA’ya farkli temas siireleriyle (10 ve 20 giin)
maruz birakilmustir (Chitra ve Sajitha, 2014). Baliklarin solunga¢ dokularindaki lamellalarda birlesme
ve hipertrofi gézlenmistir. Elshaer vd. (2013)’ne gore Gambusia affinis ve Poecilia reticulata baliklar
15 ve 30 giin siireyle 50 mg/L. konsantrasyonunda BPA’ya maruz birakilmis ve solunga¢ dokularinin
histapatolojik degisimleri incelenmistir. Sekonder lamellalarin epitelyumunda dejenerasyon ya da
deskuamasyon ve nekrozis, lamellalarda birlesme, 6dem ve kopma, epitel hiicrelerde ise hiperplazi
goriilmiistir. Mevcut ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda BPS’ye maruz birakilan japon baliklarinin
solungaglari incelenmis, BPS’nin solungaglarda dejeneratif degisikliklere neden oldugu gozlenmistir.
BPS’ye maruz kalan baliklarin solunga¢ anomalileri hiperemi, 6dem, deskuamasyon ve nekroz
icermektedir. Ayrica ¢alismada 100 ve 500 pg/L BPS konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda artan
konsantrasyon miktari ile histopatolojik degisimlerin arttig1 belirlenmistir.

Baliklarda karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu i¢in temel organdir. Karaciger
histolojisinin incelenmesi herhangi bir kirleticinin baliklar tizerindeki etkisini degerlendirmek icin
etkili bir yontemdir. Ksenodstrojenler fiizerine yapilan bir ¢alismada tilapia (Oreochromis
mossambicus) baliklar1 28 giin boyunca BPA’ya maruz birakilmis ve 7, 14, 21 ve 28. giinlerde kas,
karaciger, beyin ve bobrek dokular1 incelenmistir. BPA’ya maruz kalan baliklarin karacigerlerinde
parankimatdz dokuda lezyonlar, 6dem, vakuolizasyon, belirgin dejenerasyon ve siniizoidlerde daralma
gibi lezyonlar bildirilmistir (Vasu vd., 2019). Baska bir ¢alismada ise Catla catla baliklarinda BPA
maruziyetinin karacigerde, vena sentraliste tromboz, iltihaplanma, O6dem, dejenerasyon ve
hepatositlerin nekrozuna neden oldugu bildirilmistir (Faheem vd., 2016). Bu c¢alismada, farkli BPS
konsantrasyonlarina maruz kalan japon baliklarmin karacigeri incelenmis, hiperemi, dejenerasyon ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmistir.

Bobrekler baliklarda hematopoezis ve osmoregiilasyondan sorumlu organlardir. Solunum ile
kullanilan kanin biiyiik bir kismi bobreklere gittigi icin ¢evresel kirliligin bobrek dokusu tizerindeki
etkisi balik saghgi ve refahi igin Oonem teskil etmektedir. Faheem vd., (2016)’ya gore subletal
konsantrasyonda (1-4 mg/L) 15 giin boyunca BPA’ya maruz kalan Catla catla baliklarinin bobrek
dokusundaki histolojik  degisikliklerin  nekroz, glomerulusta hipertrofi,bobrek tiibiillerinde
dejenerasyon ve glomerulus atrofisi olarak bildirilmistir. Bu calismada da benzer sekilde bobrek
dokular1 etkilenmis ve farkli BPS konsantrasyonlarina maruz kalan japon baliklariin bobrek
dokularinda belirgin nekroz ve melanomakrofaj infiltrasyonu gézlenmistir.

Baliklarin lireme sagligi ve gelisim asamalarinda gonad histolojisi 6nemli bir parametredir. Bu
calismada gonad dokusu; testisler ve ovaryumlar olarak ayri ayri incelenmistir. Testislerdeki
spermatidlerde belirgin azalma; ovaryumlarda ise olgun oositlerde azalma ve dejeneratif veya atretik
oosit sayisinda artma BPS konsantrasyonlarinin kademeli artisi ile daha da belirginlesmistir. Yapilan
benzer bir ¢alismada sazan (Cyprinus carpio) baliklar1 14 giin boyunca farkli BPA (1, 10, 100 ve 1000
ng/L) konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve gonadlarin histolojik degisimleri incelenmistir. Erkek
sazanlarda BPA, 1 ug/L'den baslayarak testis yapisinda ciddi degisikliklere neden olmustur. Ayrica,
baz1 6rneklerde tipik lobiiler yap1 kaybolmus ve siklikla liimen i¢cinde dejener serbest spermatozoa ile
birbirine karigan spermatojenik kistlerle karsilagilmigtir. Disi sazanlarda; oosit atrezisi, 1 ug/L BPA
konsantrasyonunda gézlenmeye baslanmistir ve en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/L’de disilerin
yaklasik %57,1'inde gozlenmistir (Mandich vd., 2007). Bir baska calismada BPS’nin iireme
potansiyeli ve endokrin sistem iizerindeki etkileri zebra baliginda (Danio rerio) incelenmistir.
Calismada olgun erkek ve disi zebra baliklann iki hafta boyunca temiz suda beslenmis,
fertilizasyonlarinin ardindan olusan embriyolar iki hafta sonra alinmis, 75 giin boyunca kademeli
olarak (0; 0,1; 1; 10 ve 100 pg/L) BPS’ye maruz birakilmiglardir. Maruziyet siiresinin sonunda disi ve
erkek baliklar ayrilarak on dort giin boyunca temiz suya birakilmistir. Calisma sonunda, diisiik BPS
konsantrasyonlarina maruz birakilan zebra baliginin gonad biiylimesinde, yumurta iiretimi ve sperm
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sayilarindaki azalmalar endokrin sistemin farkli bolimleri {izerinde olumsuz etkileri oldugu
belirlenmistir (Naderi vd., 2014).

Endokrin bozucu kimyasallar giinlik yasantimizda neredeyse her alanda, fark ettigimiz veya
etmedigimiz bir¢ok sekilde bize ulasip etki gosterebilen, diinya genelinde biiyiik dlgiide tiretilen ve
iretilmesine de devam edilecegi diisiiniilen kimyasallardir. Kimyasallara maruziyet bdoylece
kacinilmaz iken; maruziyetin sonucundaki etkilerinin incelenmesi de bir o kadar 6nemli ve gerekli
hale gelmistir. BPS ve metabolitlerinin; BPA’ya alternatif olarak kullanildigi malzemelere
uygulanmasina artan ilgi dikkate alindiginda; akut toksisite, genotoksisite ve Ostrojenik aktivite
acisindan daha fazla calisma yapilmasi ve yapisal olarak aydinlatilmasi gerekmektedir.

BPS'nin balik dokular1 tizerindeki histopatolojik etkileri hakkinda literatiirde bir bilgi eksikligi
mevcuttur. Bu nedenle, bu ¢alismada elde edilen sonuglar, endokrin bozucu kimyasal olan BPS’nin
japon baliklart tzerindeki ilk bulgulari olup ileride yapilacak c¢alismalar i¢in BPS'nin ayrintili
etkilerinin agiklanmasinda faydali olacaktir.
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