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PCB 126°’YA MARUZ KALMIS ZEBRA BALIGI (Danio Rerio)
LARVALARINDAKI SENSORIMOTOR HASARLAR
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Ozet

Poliklorlu Bifeniller (PCBs) gevresel kirleticilerden olup toksik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin nérotoksisitesiyle ilgili ¢ok
saylda aragtirma mevcuttur. Bu ¢alismada PCB bilesiklerinden PCB 126’nin Zebra Baligi (Danio rerio) larvalarinda duyusal
hassasiyet {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla daha dnceki denemelerimizde belirledigimiz subletal dozla koryondan yeni
¢ikan larvalar 2 giin boyunca PCB 126’ya maruz birakilmistir. Maruziyeti takiben 4 giin boyunca stereo mikroskop altinda
larvalarin yiizme hareketleri 12 saat araliklarla gézlenmistir. Ayrica ucu steril bir 6ze ile larvalara dokunmak suretiyle duyu
hassasiyeti testi yapilmistir. Dokunmaya karsi verilen yanitlar 24 saat siireyle kaydedilmistir. PCB 126 uygulanmig balik
larvalarinda yiizme hareketlerinde kontrole oranla dnemli oranlarda azalmamn oldugu gozlenmistir. Dokunmaya kars1 verilen
tepkilerdeki zayiflik larvalardaki paralizi durumu olarak yorumlanmustir. Paraliz olan larvalarin ¢ogunun 4. giinlin sonunda
oldiigii tespit edilmistir. Sonugta PCB 126 Zebra Balig: larvalarinin noral sistemini etkileyerek sensorimotor hasarlara yol
agcmistir.

Anahtar Kelimeler: Zebra Baligi, PCB 126, sensorimotor hasar

SENSORIMOTOR DEFICITS IN LARVAE OF ZEBRAFISH (Danio
rerio) EXPOSED TO PCB 126

Abstract

The usage of the interlocking concrete pave has been increased recently. It is used in the areas in local roads and pavements,
parking sites, commercial centers and industrial areas, which are exposed to intensive usage. Production of the concrete pave
is a wide area for the consumption of the fly ash (FA). The usage of the FA in the production of concrete pave is a more high
quality production, more economical and a more environmentally friendly approach. In this study, fly ash gathered from three
different thermal power stations has been used as a substitute to cement in 10-20-30-40 % ratios. Half of the produced paves
have been used as control example. The other half has been exposed to salt cure. The splitting tensile strength and water
absorption characteristics of the pave have been determined. As a salt while tensile strength increased early ages due to salt
cure, it was decreased in older ages. In addition to this finding, it was also determined that; as the FA addition increased,
abrasion loss amount increased and water absorption amount decreased.
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1. Giris

Yar1 sentetik petrol tiirevi yaglar olan Poliklorlu Bifenil bilesikleri (PCBs) hala pek ¢ok sanayilesmis iilkenin ¢evre
ve insan sagligi agisindan lizerinde calistigi kimyasal bilesikler grubudur. Basitge PCB kisaltmasiyla tanman bu
gesitten bilesikler, kuramsal olarak 210 gesit bifenil, terpenil ve naftilen bilesiginden 50 veya daha fazla ¢esidin
karigimi ile hazirlanan organik bilesiklerdir. 209 farkli klorlanmis PCB konjeneri mevcuttur [1]. Bu bilesikler
kullanilma amaglaria gore % 40-60 oraninda klorlandirilarak, baslica Arachlor, Kanechlor, Phenchlor, Pyralene ve
Clophen ticari adlar altinda piyasaya stiriilmektedirler. Ticari PCB’ler agirlik¢a degisik oranlarda klor i¢eren klorin
bifenilllerin karisimlaridir. Ornegin; Arochlor 1242, 1254, 1260 olarak ifade edilen PCB karisimlar1 sirasiyla %42,
%54 ve %60 klor icermektedirler. PCB’lerin izomerik bilesimleri degiskendir ve tam olarak da bilinmediginden
ornekleme ve analizleri giigliikle yapilmaktadir.

Biitiin diinyada PCB’lerden ileri gelen genel bir kirlenme ortami sekillenmis durumdadir. Bu durumun kaginilmaz
bir sonucu olarak balik tiirlerinde 10 ppm, hayvan viicut yaglarinda 300 ppb, bitkisel yaglarda 150 ppb, hayvan
etlerinde 10-30 ppb, tavuk yumurtalarinda 30 ppb ve diisiik yag igerikli besinlerde de 5 ppb dolayinda PCB
kirliligine rastlanabilecegi anlasilmistir. Belirtilen durum karsisinda da giinlimiiz insaninin giinliik besinleriyle
ortalama 150 ppb diizeyinde PCB kirliligi alabildigi, bu miktarin %80’inin de su iriinleri ile diger hayvansal
besinlerden kaynaklanabilecegi belirlenmistir [2]. PCB’lerin dogal balik populasyonlarini etkileyebildigi ve 6zelikle
de bu baliklarin kontamine sulara biraktiklar1 déllenmis yumurtalarmin erken dénemlerde olumsuz yonde
etkilenebildigi gesitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir [3, 4]. Deneysel c¢alismalar sonucunda su ortamindaki
PCB kirliliklerinin hizla balik viicuduna girerek biriktigi (6zellikle yag dokusunda) ve bazi tiirleri (Som baliklar
gibi) oldirdigi tespit edilmistir [5]. Ayrica diger balik tiirlerinde de oliimleri arttirdigi ¢esitli arastirmacilar
tarafindan saptanmustir [6, 7].

Son yillarda ekotoksikoloji calismalarinda Danio rerio (Zebra baligl) yumurtalari ve embriyolart siklikla
kullanilmaya baglamistir. Zebra baliklari, dayanikli bir tiir olmalarinin yani sira kolay bulunabilmesi, laboratuvar
ortaminda kolay beslenebilmesi ve ¢ogalmalari, yiiksek fekondite goéstermesi (ergin disiler haftalik araliklarla
yiizlerce yumurta birakir), dis déllenmeyle iiremesi, yumurta ve embriyolarinin saydam olusu, yumurta ve larva
gelisiminin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa olmasi ve toksik ajanlara embriyolarmmin duyarli olusu
bakimindan toksikoloji ¢alismalarinda oldukca sik basvurulan bir test organizmasi olmustur [8, 9]. Ote yandan son
zamanlarda Zebra baligi insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin aragtiriimasinda miikemmel bir model
organizma olarak kullanilmaktadir. Bunun nedenleri, Zebra baligi ile insan ve diger omurgalilarin genom yapilarinin
benzer olusu, metabolizmalarinin ve embriyonik gelisimlerinin hemen hemen ayni olmasi, en 6nemlisi insanlarda
bulunan tiimor baskilayict genin (sitokrom P450 grubu) Zebra baliginda da kesfedilmis olmasidir.

Giinden giine artan insan niifusu ve gelismekte olan iilkelerle gelismis iilkelerde endiistrinin hizli gelisimi nedeniyle
endiistriyel kaynakli ¢evre kirleticileri dogaya daha ¢ok karismakta ve bu durum tiim diinyada teknik ve bilimsel
topluluklarda acil arastirma konulari haline gelmektedir. PCB’ler bu kirleticilerden biri olmakla birlikte
insanoglunun yagsamini tehdit eder hale gelmistir. Endiistrilesmis bolge insaninin yag dokusundaki PCB birikimi giin
gegtikce artmakta ve uzun vadede kanser riski igin potansiyel tehlike olusturmaktadir [10]. Ayrica ekosisteme
yayilmis olan PCB bilesikleri 6zellikle su ve sedimentlerde yaygin bir sekilde bulunmakta ve sucul canlilar1 tehdit
etmektedir. Bu bilesiklerin norotoksisitesiyle ilgili olarak 6zellikle laboratuar hayvanlariyla yapilmis ¢ok sayida
arastirma mevcuttur [11, 12]. Bu stres faktdriiniin biyolojik etki mekanizmasinin tam anlamiyla aydinlatilamamis
olmasi, her ne kadar {iretimi sinirlandirilmig ve kontrol altina alinmis olsa da tehlikenin devam etmesi de ayr1 bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica bu bilesiklerle zebra baliklarmim noérotoksisitesi ile ilgili herhangi bir
¢alismanm olmayist bizi boyle bir ¢alisma yapmaya tesvik etmistir. PCB’nin nérobiyolojik etki mekanizmasinin
isleyisiyle ilgili verilere katkida bulunabilmek ve bu sayede PCB’lerin ayni yolla insanlar1 etkileyip
etkileyemeyecegi hakkinda fikir ileri siirebilmek ¢aligmamizin ana amacini olusturmaktadir. Buradan hareketle PCB
bilesiklerinden PCB126’nin Zebra baligi larvalarinin noral sisteminde herhangi bir etkiye sebep olup olmadig: ilk
kez bu ¢alisma ile verilmis olacaktir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Zebra bahg kiiltiirleri

Ergin Zebra baliklar1 27 °C’lik sicakliktaki 25-L’lik tanklarda laboratuarimizda yasatilmaktadirlar. Giinde 2 kez

beslenen baliklar 14:10 fotoperiyoduna alistirilmiglardir.  Yumurta toplanmasi i¢in aksamdan yavrulama
akvaryumuna saglikli ve karmlart oldukga sigkin olan 2 disi (ortalama boy uzunlugu 44.9 mm), 3 erkek (ortalama
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boy uzunlugu 43.1 mm) balik alinmig ve ertesi sabah akvaryum tabaninda 169 adet ¢aplar1 0.7 mm olan déllenmis
balik yumurtalar1 gézlenmistir. Sifonlanarak alinan yumurtalar 1-2 kez musluk suyuyla yikandiktan sonra iginde
Holtfreter sollisyonu bulunan petri kaplarma almmistir ve doéllenemeyen yumurtalar ayiklanmistir. Deneylere
baslayincaya kadar yaklasik 0.5 — 3.0 saat siiren blastula agamasindaki olan balik yumurtalar1 bu soliisyonda
bekletilmistir.

2.2. Larvalara PCB126’nin uygulanmasi

PCBI126 (Riedel-de Haén, Almanya) % 10’luk dimetil siilfooksitte (DMSO) ¢6zdiiriilerek 10 ppm’lik stok soliisyon
hazirlanmig ve bu stoktan 1.00 ppm uygulama yapilmistir (n=40). Kontrol olarak Holtfreter soliisyonu ve % 10’luk
DMSO kullanilmigtir (n=40+40). Koryondan yeni c¢ikmis balik larvalarma (ortalama 60 saatlik, 3.5 mm
uzunlugunda) 48 saat siireyle maruziyet gerceklestirilmistir. 144. saatin sonunda besin kesesi absorbsiyonunu
tamamlayan larvalarin maruziyetten itibaren 4 giin siireyle gézlemi yapilmistir. Daha sonra normal ortama alian
larvalar larva yemi ile beslenmis olup a¢ birakilan grup olmamistir. Sonuglar her giin kaydedilmis ve dlen larvalar
petri kaplarindan uzaklastirilmistir. PCB 126’ya maruz kalmis larvalarin dokunmaya karsi verdikleri tepkiler 12
saatte bir videoya cekilerek belirlenmistir. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 12.0 istatistik programi
kullanilmustir. Kontrol ve deney gruplarinin karsilagtiritlmasinda Khi kare ile 6nem testi yapilmis ve P<0.05 seviyesi
onemli olarak kabul edilmistir.

3. Bulgular

Baslangigta 40 tane olan lavalardan 48-96 saatlik uygulama sonrasi farkli giinlerde toplam 11 larva 6lmiis, kontrol ve
DMSO grubunda ise istatistik agidan 6nemsiz Slimler meydana gelmistir (Sekil 1). Deney grubunda canli kalan
balik larvalariyla yapilan sensorimotor duyu hassasiyet analizi neticesinde dokunmaya karsi cevaplarda azalmalar
gozlenmistir. Dokunmaya karsi verilen olumsuz tepkiler ise larvanin anormalligine, dolayisiyla uygulanan stres
faktoriinilin toksisitesine isaret etmistir. Olumsuz tepkiler Lefebvre ve ark. [13] tarafindan daha 6nce tanimlanmis ve
bu arastirmada da bu tepkiler dikkate alinarak larvalarin davranislari incelenmistir. Larvalarin dokunmaya karsi
verdigi bu olumsuz tepkiler ise sdyledir:

1- Dokunmaya kars1 higbir tepkinin verilmemesi (Paralizi)
2- iki veya daha fazla dokunmadan sonra verilen tepkiler
3- Siddeti az olan tepkiler (ilk dokunustan sonra 1-2 kuyruk boyu ilerleyebilme).
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PCBI126'va maruziyet siiresi (saat)

Sekil 1. Fertilizasyondan sonra 48. saatte PCB126 maruz kalmig larvalardaki toplam canliligin %’si. Her grupta
n=40 larva bulunmaktadir. PCB126’ya maruz kalmis larvalarda oliimler 60. saatte baslamis ve 96. saatin sonunda
toplam 11 adet larva dlmiistiir (*P<0.05).

Denemelerimizde normal gelisim gosteren ve higbir kimyasala maruz kalmamis larvalarda bas bolgesi veya kuyruk
kismina ucu steril 6ze ile dokunuldugunda larvalarin tamami uyarict merkezinden hizla uzaklagmislardir. Bu durum
larvalarin néromastlardan olusan anterior ve posterior yanal ¢izgi sistemlerinin aktif oldugunu géstermektedir. Oysa
kimyasala maruz kalan larvalarda dokunmaya karsi verilen en net olumsuz yanit paralizi (fel¢ durumu) olmustur.
Larvalarin hem bas hem de kuyruk bdlgesine yapilan dokunmalar neticesinde larvalarin ¢ogunun higbir tepki
vermedigi, yani hareket etmedikleri (paralizi), bazilarinin ise 4-5 sefer dokunmadan sonra uyarict merkezinden
uzaklastiklari, bazilarmin da ilk dokunustan sonra en fazla 1-2 kuyruk boyu uzaklasabildikleri video gériintiileri ile
tespit edilmistir (Sekil 2). 48 saatlik uygulamadan sonra PCB126 uygulanan larvalarda dokunmaya karsi verilen
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yanitlar tamamen azalmistir. Kontrol ve DMSO grubunda ise dokunmaya karst verilen yanitlarda herhangi bir
azalma veya paralizi goriilmemistir (Cizelge 1). Normal ortamda beslenen larvalardan paralizi gdsterenlerin en fazla
4 giin yasadiklar1 daha sonra 6ldiikleri gozlenmistir.

s
i

Sekil 2. Uyariciya larvalarin verdigi siddeti az olan tepkiler (iki dokunustan sonra 1-2 kuyruk boyu ilerleyebilme).

Cizelge 1. PCB126’ya 48 saat maruz kalan Zebra balig1 larvalarinda uyariciya karsi verilen normal yanitlarin
yiizdesi. 48. saatten sonra paralizi olan larvalar normal ortama alinmustir.

Kontrol
DMSO

al vamt (%)

PCBI126

5

Dokunmayva kars1 verilen norm

Larvaiun gehsgim saati

4. Tartisma ve Sonu¢

Bu ¢alismada PCB126’nin doza bagli olarak zebra baligi larvalarinda sensorimotor hasarlara yol agtigi bulunmustur.
PCBI126’nin zebra baligi larvalarimin sinir sistemi ile birlikte larvalarin fizyolojisini, biiylimesini, gelisimini ve
canliligmi da etkiledigi yaptigimiz diger calismalarda tespit edilmistir [14]. Yaptigimiz bu 6 giinlik deneyde
sensorimotor yani duyusal hassasiyet azalmasi maruziyetten sonraki 2. giinde ortaya ¢ikmig ve larvalarin ¢ogu
PCBI126’dan olumsuz etkilenmislerdir. Normalde zebra baligi embriyolarinda dokunmaya karsi yanitlar
fertilizasyondan sonraki 27. saatte baslamaktadir [15]. Baliklarda hem larva hem de ergin bireylerde olan
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mekanosensor sistem erken larva evresinde gelismeye baslar ve ndéromast adi verilen néronlardan olusur.
Noromastlar iki tiptir: Sensor sac hiicreleri ve destek hiicreleri. Bu sistem larva viicudunun yan yiiziinde belirir.
Sensor sag hiicreleri mekanik uyartilar: alan ve sinir sistemine ileten hiicreler olup omurgalilarda bulunan kulak igi
hiicrelerine benzemektedirler [16]. Dolayisiyla zebra baligi néromastlarini olumsuz etkileyen herhangi bir kimyasal
bilesik muhtemeldir ki omurgalilarin sinir sistemini de etkileyecektir. Arastrmamizda subletal dozda PCBI126
uygulanmasi neticesinde larvalarda duyusal hassasiyetin kayboldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu bilesiklerin
larvalarin lateral ¢izgisinde bulunan ndéromastlari, yani sinir sistemini etkiledikleri sonucuna varilmistir. Normal
ortama alman ve PCB126°dan etkilenen balik larvalarinin 4 giin yasadiktan sonra 6lmeleri ise soyle agiklanabilir:
Zebra balig: larvalar1 fertilizasyondan sonraki 3. giinde yiizmeye ve operkulumlarint agip kapatmaya baslarlar [8].
Operkulumlar agilinca solungag yariklarindan ortamdaki su farinks kanalina girmektedir. PCB126 muhtemelen bu
yolla larvalara girerek absorbe edilmis ve maruziyetten sonraki asamada da etkisini devam ettirmistir.

Her ne kadar PCB’lerin baliklardaki néromastlart etkiledigine dair g¢alismalar yapilmamis olsa da bu bilesiklerin
cesitli deney hayvanlarinda dogum &ncesi ve dogum sonrasinda sinir sistemini etkiledigi bilinmektedir [17]. Ayrica
Aroclor 1254°tin albino ratlarin hipotalamusunda oksidatif strese yol agtig1 da yapilan caligmalarla gosterilmistir
[18]. Dioksin benzeri olmayan PCB’lerin norolojik davranig, hiicreler arasi iletisim ve enzim sistemleri iizerine
toksik etkilere sahip olduklarina dair ¢esitli aragtirma bulgular1 da vardir. Buna en giizel 6rnek PCB153 ile yapilan
calisma gosterilebilir. 20 mg/kg viicut agirligi/giin PCB153, 21 giin boyunca ergin disi ratlara oral yolla yedirilmis
ve oOncelikle hippocampus serebellum ve serebral korteksteki enzimlerin (dopamin, serotinin, 5-hidroksi-indol-3-
asetik asit ve homovanillik asit) aktivitelerinde bir azalma ve dopaminerjik sistemde anormalliklerin oldugu
bulunmustur [19]. PCB bilesiklerinin neden oldugu néral dejenerasyonun ise nérokimyasal ve norobiyolojik proses
boyunca dopamin dengesinin bozulmasina bagli olarak olabilecegi belirtilmistir [20]. Burada dopamin dengesini
bozan sey yine serbest oksijen radikallerdir. Ciinkii beyinde, bol miktarda yag asidi polimeri igeren fosfolipid
bulunur ve bu bilesikler de peroksidasyondan sorumlu organik bilesiklerdir. PCB’lerin hipotalamusta oksidatif
stresin artigina yol agmasi ve serbest radikallerin de hiicresel elemanlara zarar vermesi [21] yukaridaki ifadeleri
desteklemektedir. PCB’lerin néromastlar1 nasil etkiledigi ile ilgili olarak diger bir yaklasim toksik maddenin ndron
hiicre zarindaki sodyum kanallarin1 bozarak iyon gecis dengesini bozmasi olarak gosterilebilir. Bu ¢alisma
PCBI126’nin balik sinir sistemini ve fizyolojisini etkiledigini gostermektedir. Yiizey sularinin bu gesit kimyasallarla
kirlendigi ve bu sularda ekonomik degeri olan baliklarin varligi g6z 6niinde bulunduruldugunda PCB’lerin balik
populasyonlari {izerinde olumsuz etkiler yapacagint ve hem ekonomiye hem de doganin dengesine zarar verecegini
diisiinmekteyiz.
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