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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

OKADAIK ASITIN ZEBRA BALIGI EMBRiYOLARINDA MEYDANA GETIRDIGI
IMMUNFLORESAN DEGISIKLIKLER

Hatice OGUS
Danisman: Do¢. Dr. Ahmet TOPAL

Amag¢: Bu calisma okadaik asitin zebra bali§i embriyolarinda meydana getirecegi

malformasyon ve immunfloresan degisiklikleri incelemek igin yapilmustir.

Yontem: Yapilan calismada; her bir grupta 80 tane olacak sekilde zebra baligi yumurtasi
embriyosu 4 gruba ayrilmistir. Bu gruplardan ilk grup kontrol grubu olup, ikinci gruba 0,5
ng/ml okadaik asit, ti¢lincii gruba 1 pg/ml okadaik asit, dordiincii gruba 2,5 ng/ml okadaik asit
ilavesi yapilmigtir. Bu islem 5 giin boyunca tekrarlanmigtir. Embriyolarda meydana gelen
hayatta kalma orani ve degisimler gézlemlenmistir ve 6. giinde anomalik bozukluk goriilen
embriyolar, metil seliloz damlatilmis olan lamimn i{izerine almip mikroenjeksiyon
mikroskobunda beyaz 1s1k ¢ekimi yapilmistir. Cekim yapildiktan sonra embriyolarda meydana
gelen malformasyon degerlendirilerek ¢ikan sonuglara gore olusan anomalik bozukluklar tespit
edilmistir. Deney sonunda gruplardan rastgele 10 embriyo segilerek %4 paraformaldehit
fiksatifine birakilarak embriyolarda meydana gelen immunfloresan degisiklikler kaspaz 3, 8-
OHdJG, ERKY,, NF-Kb, TLR4 ve c-Fos primer antikorlar1 uygulanarak belirlenmistir.

Bulgular: Okadaik asit, doza bagimli olarak NF-Kb, TLR-4, kaspaz 3, ERK'., c-Fos ve 8-
OHdG nin immunpozitifligine sebep olmustur. Okadaik asitin, zebra balig1 embriyo beyin
dokularinda DNA hasari, inflamasyon ve apoptotik aktiviteleri etkileyerek ndronal hasara

neden oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢: Elde ettigimiz sonuglar, okadaik asit toksisitesinin patofizyolojisi altinda yatan
molekiiler mekanizmay1 daha 1yi anlamak i¢in imkan saglamaktadir. Ayrica bu calisma ile
okadaik asit biyotoksininin; kabuklu deniz {riinlerinin tiiketimi ile insan viicudunda olumsuz

etkiler olusturabilecegi gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: zebra baligi; embriyo; okadaik asit; malformasyon; immunfloresan;

caspase3; 8- OHdG; ERK1/2; NF-Kb; TLR4, c-Fos

Agustos 2023, 65 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

IMMUNOFLORANCE CHANGES OCCURRED BY OKADAIC ACID IN ZEBRA
FISH EMBRYO

Hatice OGUS
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet TOPAL
Purpose: This study was carried out to examine the malformation and immunofluorescence

changes that okadaic acid will cause in zebrafish embryos.

Method: In the study; zebrafish egg embryos are divided into 4 groups, with 80 in each group.
The first group of these groups was the control group, 0.5 pg/ml okadaic acid was added to the
second group, 1 pg/ml okadaic acid was added to the third group, and 2.5 pg/ml okadaic acid
was added to the fourth group. This procedure was repeated for 5 days. The survival rate and
changes occurring in embryos have been observed, and on the 6th day, the embryos with
anomalous disorders were taken on the slide where methyl cellulose was dripped and white
light was taken under microinjection microscope. After the extraction, the malformation of the
embryos was evaluated and the anomalous disorders were determined according to the results.
At the end of the experiment, 10 embryos were randomly selected from the groups and left in
4% paraformaldehyde fixative, and immunofluorescent changes in the embryos were
determined by applying primary antibodies to caspase 3, 8-OHdG, ERK'%, NF-Kb, TLR4 and

c-Fos.

Findings: Okadaic acid induced dose-dependent immunopositivity of NF-Kb, TLR-4, caspase
3, ERK1/2, c-Fos and 8-OHdG. It has been determined that okadaic acid causes neuronal
damage by affecting DNA damage, inflammation and apoptotic activities in zebrafish embryo

brain tissues.

Results: Our results provide an opportunity to better understand the basic load mechanism
underlying the pathophysiology of okadaic acid action. In addition, with this study, okadaic
acid biotoxin; It has been observed that consumption of shellfish can cause negative effects on

the human body.

Keywords: zebrafish; embryo; okadaic acid; malformation; immunofluorescence; caspase3;
8- OHdG; ERK1/2; NF-Kb; TLR4, C-Fos
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GIRIS

Su iiriinleri yetistiriciligi, suda yasayan organizmalarin yetistirilmesi ile iliskili olup,
diinya ¢apinda son 40 yilda en yiiksek biiylimeyi gosteren, tarimsal endiistriyel faaliyettir. Su
tirtinleri tiretimi yillik 60 milyon tonun iizerindedir ve yaklasik olarak degeri 85 milyar dolar

olarak tespit edilmektedir (Martinez-Porchas and Martinez-Cordova 2012).

Su iriinleri yetistiriciligi, ¢cok hizla ve diisiik maliyetlerle iiretilebilen protein
kaynaklarini bize sunan endiistriyel faaliyetlerden biridir. Su iiriinleri yetistiriciliginin yatay ve
dikey genislemede artan verimlilik ile cevredeki kirleticilerde asir1 artislart meydana
getirmektedir (Jamal et al. 2020). Su iiriinleri yetistiriciliginin karlilig: ve tiretim verimliligi,
genetik kaynaklarin kullanim sekline bagli olarak degismektedir. Su {iriinleri genomigi,
genetigi ve 1slah arastirmalarinin nihai hedefleri, ticari sektorii desteklemek ve tiiketicilerin
yararina olmak {izere su iirlinleri iretiminin verimliligini, stirdiiriilebilirligini, iirlin kalitesini ve
karliligint artirmaktir. Su {riinleri tiirlerinin organizasyonu ve genomik yapisini ve bunlarin
varyasyonlar1 arasindaki iliskilerin anlagilmasi, su iirlinleri yetistiriciligindeki istenilen verim

ve karliliga ulagabilmek i¢in 6nem teskil etmektedir (Abdelrahman et al. 2017).

Diinya iizerindeki mikroorganizmalarin; ¢evrede yayilmalarinin yolu ve en Onemli
yasam alanlarindan biri sudur. Su kaynakli mikroorganizmalarin sayisit oldukg¢a fazladir Bu
nedenle, baliklarin mikrobiyolojik olarak ¢esitli yasam alanlari, 6liim oranini artirarak cesitli
etkilere neden olabilmektedir (Cholewinska et al. 2022). Yiiksek biyokiitle patlamalari, fiziksel
miidahale, oksijensizlestirme veya toksisite yoluyla yabani balik¢ili§1 veya deniz mahsullerini

bozabilmektedir (Davidson et al. 2016).

Alg toksinleri tarafindan kontamine olan deniz iiriinleri, diinyanin gesitli bolgelerinde
yasayan hayvanlara etki etmekte ve karakterize edilen toksik fitotoksinlerin sayisinda artmaya
neden olmaktadir. Algal toksinleri meydana getiren yapilar, deniz iiriinlerinin bireysel toksin
simiflar1 tarafindan kontaminasyon riskini artirmaktadir. Son 20 yilda gelistirilen cesitli
deneyler ile fitotoksinler tespit edilmektedir. Bu fitotoksinlerin nérotoksik ve norotoksik
olmayan, farkli kimyasal siniflara ait oldugu goriilmektedir. Norotoksinler, insanlarda ve
hayvanlarda ¢oklu akut ndrolojik ve gastroenterik semptomlar meydana getirmekte; kimyasal

yapilari agisindan farklilik gosteren biyoaktif ajanlari icermektedir (Rossini 2005).



Mikroalgler, hiicre yogunluguna gore degisebilen farkli tipte dinoflagellatlardan
(Dinophyceae spp.), diatomlardan (Bacillariophyceae spp.) ve siyanobakterilerden
(Cyanophyceae spp.) meydana gelmektedir. Etkilesimi igeren belirli ¢evresel kosullar altinda
biyolojik, fiziksel ve kimyasal faktorlerin etkisiyle, farkli mikroalg tilirleri gogalarak baliklarda
asir1 sayida oliime, kabuklu deniz hayvanlarinin kirlenmesine ve nihayetinde gida zincirini ve

insan sagligini etkileyen ekosistemlerdeki degisikliklere neden olabilmektedir (Figueroa 2020).

Biyotoksinler

Balik, midye, istiridye, deniztarag: vb. ¢ift yumusakcalarda biriken deniz toksinlerine
biyotoksinler denilmektedir. Bu toksinlerin geneli, dogal olarak meydana gelen fitoplankton
yani deniz yosunlari tarafindan iiretilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu 5000 deniz yosunu
tiirli olmasina ragmen, yalnizca 70-80 tiiriin toksin tirettigi bilinmektedir. Deniz biyotoksinleri,
besin zinciri yoluyla su veya deniz iirlinlerinde yiiksek diizeyde biriken, aktif metabolitlerin
genis ve ¢esitli bir grubudur (Ryder et al. 2014). Birgok fitoplankton veya alg tiirii zararl
olmamakla birlikte, bir¢ok deniz balig1 ve hayvan tiirii i¢in besin zincirinin alt kisminda, besin
kaynagi olarak hizmet etmektedir. Bunun yani sira toksik olan bazi alg tiirleri de bulunmaktadir

ve bu toksinler besin zinciri boyunca aktarilabilmektedirler (McNamee et al. 2012).

Su ekosisteminde yer alan, fitoplankton gibi fotosentez yapan organizmalar, deniz besin
aglarinin temelini olusturmaktadir. Deniz ekosisteminde mevsimsel dongiiniin bir pargasi

olarak; bu organizmalarin asir1 bilyiimesi sonucu alg ¢igcekleri meydana gelmektedir (Goya et
al. 2022).

Kabuklu deniz hayvanlarimi etkileyen faktorlerin ¢ogu, 6zellikle kiiltiir teknikleri ve
kosullar ile 1lgili olanlar aktif olarak yonetilebilirken, alg olusumunu etkileyen bir¢ok faktoriin
kontrol edilmesi ve tahmin edilmesi oldukca zordur. Algler, sicaklik ve 151k kosullarindan
dogrudan etkilenmektedir. Bu sebeple bir¢ok tahmin modelinin belirlenmesi bu parametrelere

dayanmaktadir (Lawrence 2011).

Cicek agmast; besin agisindan zengin sularin kombinasyonu, giines 15181 ve yliksek
sicakliklari hizli plankton tiremesi ile meydana gelmektedir. Meydana gelen bu ¢igeklenmeler,
cesitli hastaliklara sebep olduklarindan dolayi, genellikle zararli alg patlamalar1 veya
“HAB’ler” olarak isimlendirilmektedir. Bu alg patlamalar1 neticesinde, insan, hayvan ve ¢evre
sagligina zararli olabilecek biyotoksinler tiretilmektedir. Bu biyotoksinler, fizikokimyasal
ozellikler, kimyasal yapi, toksikolojik etki ve toksisite mekanizmalari agisindan genis bir

yelpazeye sahiptir (Wells et al. 2020).



Sekil 1. Uydudan ¢ekilmis, Erie Golii'nde meydana gelen alg patlamasi (Anonim 2011).

Bazi alglerin toksik bilesikler tiretme yetenekleri, iklim degisikligi gibi faktorlerin etkisi
altinda degisebilmekte ve ayni anda birden fazla alg toksini iretebilmektedir. Bu durum
sonucunda da ekosistem olumsuz olarak etkilenmektedir. Zararli alg patlamalarindan
(HAB'ler) kaynaklanan toksinler, kabuklu deniz hayvanlari ve diger deniz organizmalarini
zehirleyip, hatta 6lim meydana getirmektedir. Dogrudan temas veya besin zinciri aracugi ile
insanlara bulagabilmekte, insanlarda da zehirlenme ve 6liim vakalarinin goriilmesine sebebiyet
vermektedir (Liu et al. 2022).

Biyotoksinlerin neden oldugu hastahklar

Deniz biyotoksinlerinin daha 6nce hi¢ rapor edilmedigi cografi bolgelerde ortaya
¢ikmasi, deniz riinleri kontaminasyonu ve dolayisiyla halk saglig: lizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Cesitli deniz biyotoksin gruplari, &zellikle tetradotoksinler, ciguatoksinler ve
palitoksinler, son zamanlarda gesitli kiy1 bolgelerinde ortaya ¢ikan ilgili deniz biyotoksinleri
arasinda yer almaktadir. Tklim degisikligi ve besin maddelerinin artan mevcudiyeti, tiim bu
toksinlerin yeni alanlara yayilmasinda kilit faktorler olarak kabul edilmektedir (Gerssen and
Martinez 2019). Insanlar tarafindan siklikla ¢ift kabuklu yumusakcalarin tiim yumusak doku
kisimlarinin tiiketilmesi besin zincirinde dogal risk teskil etmektedir. Bu nedenle tiiketiciler;
cift kabuklu yumusakgalarin, fizyolojik detoksifikasyon, sekestrasyon ve kimyasal
kontaminantlarin atiliminda yer alan organlari ve dokulari tiikettiklerinde ¢esitli olumsuzluklar

meydana gelebilmektedir (O’Mahony 2018).

Yumusak¢a kabuklu deniz iirlinleri filtre besleyicilerdir bu sebeple ¢evredeki suda

bulunan hem iyi hem de koétii her tiirlii parcacigi tilketmektedirler. Toksinler; kabuklu deniz



hayvanlar1 tarafindan aktif olarak biriktirilir ve bu toksinler bazi bolgelerde, kabuklu deniz
triinleri tiirleri tarafindan genellikle diizenli olarak biriktirilse dahi cesitli faktorlerden
etkilenmekte ve bu oran degismektedir (Goya et al. 2022). Toksin iireten alglerin, kabuklu deniz
hayvanlar1 tarafindan tiiketilmesi ile toksinler bu canlilarin sistemlerinde kalmaktadir. Bu
sebeple biiyiik miktarlarda alg dokularinda daha fazla toksin konsantre etmektedir.
Biyotoksinler kabuklu deniz hayvanlarina direkt olarak zarar vermemektedir ancak insanlar ve
diger memeliler tarafindan kabuklu deniz iiriinlerinin tiiketilmesi sonucunda, hastalik
olusturabilecek veya oOlime neden olabilecek diizeylerde birikebilmektedirler
(https://doh.wa.gov/community-and-environment/shellfish/recreational-

shellfish/illnesses/biotoxins).

Deniz biyotoksinlerinin bulasmis oldugu deniz iirlinlerinin goriiniisti, kokusu ve tadi
normaldir. Bu sebeple insanlar veya hayvanlar deniz iiriinlerini tiikketirken herhangi bir olumsuz
durum oldugunu anlayamamaktadirlar ve deniz {irtinlerini tiikettikten sonra ¢esitli hastaliklara
yakalanabilmektedirler (Visciano et al. 2016). Deniz mikroalgleri tarafindan iretilen gesitli
biyotoksinler geleneksel olarak insanlar iizerindeki etkileri temelinde organize edilebilmektedir
(Van Dolah 2000). Kabuklu deniz hayvani zehirleri simiflandirilmasi; sasitoksinlerin neden
oldugu, paralitik kabuklu deniz hayvani zehirlenmesi, brevetoksinlerin neden oldugu
norotoksik kabuklu deniz hayvani zehirlenmesi, okadaik asidin neden oldugu, ishalli kabuklu
deniz hayvani zehirlenmesi ve domoik asidin neden oldugu amnezik kabuklu deniz hayvani

zehirlenmesi olarak kategorize edilmektedir (Rossini and Hess 2010).

Tablo 1. Alt1 Ana Deniz Biyotoksin Sendromunun Ozeti

Sendrom Toksin Alg/ Bakteri Ureticisi Hiicresel Belirtiler
Grubn Hedef
Ammnezeik Diomoik Glutamat Kiza siireli hafiza
Kabuklu Asit (DA) Preuds- rezeptorler kayhy, konflizyen,
Deniz witzschia tiirleri, Nitzschia oryantasyon
Uriinleri ravis-varingica , Chondria bozuklugu, kusma,
Zehirlenmesi armata izhal, &lim
(ASF)
Izhalli Okadaik Protein Mide bulantaasi,
Kabuklu Asit (OA) fosfatazlar kuzma, izhal, mide
deniz Dinophysis spp., Prorocentrum kramplan
hayvam 3pp.
zehirlenmesi
(DSF)
Azaspirazit  Azaspirasit  Azadinium spp., Amphidema Mide bulantiss,
kabuldu (AZA) languida kusma, izhal, mide
deniz kramplar
havvant




Gastrointestinal

Paralitik semptomlar, afizda
kabuklu Fokenderi ve ekstremitelerde
deniz Sakezitoksin SRERARTIVE SPP. Sodyum wyusma'karncalan
i Gymmnodinium calenatum, - - .
hayvam (3T o kanallar ma, bag donmesi,
. ; Pyrodinium bahamense .
zehirlenmest ’ bag afrizi ates,
(PSP) atalesi, solunom
sikantiz, Slim
WNérotoksik: Gastrointestinal
kabuldu semptomlar,
deniz Brevetoksi Earenia s Sodyum uyustna,
hayvam n(BTX) PP- kanallan kanncalanma hissi,
zehirlenmest hipotansiyon, felg,
(INSE) nibetler, koma
Gastrointestinal
. semptomlar, agizda
Ciguatera ; . ve ekstremitelerde
.bahk ] Ciguatoksi Gambierdiscus spp. Sodyum wyusma'karincalan
zehirlenmesi  n (CTX) kanallan i kaoliik
(CFP) ma, gegici karlik,

bradikardi, ataksi,
felg

Tablo 2. EFSA'nin Tavsiye Ettigi Yonergelerle Karsilastirmali Olarak Deniz Biyotoksinleri
Icin Avrupa Komisyonu (AK) Diizenleyici Limitleri

AT diizenleme limiti (pg EFSA tarafindan dnerilen
Toksin ve egdegerleri toksin esdegeri/kg kabuklu limit (pg toksin esdegerikg
deniz hayvanybahk) kabuklu deniz hayvany/bahk)
Domoik asit (DA) 20000 4500
Okadaik asit (DA) 160 45
Azazpirasit (AZA) 160 30
Saksitoksin (3TX) 200 75
Brevetoksin (BTX) 800 yok
AB simin yok CTX igeren
Ciguatoksin (CTX) iiriinler piyasaya arz 0.01

edilmemelidir.

*BTX 1gin AB smin yoltur. Deger, ABD Guda ve Ilag Idares (FDA) eylem srirma egittir (McPartlin 2016).
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Sekil 2. Deniz Uriinlerinde Biriken Biyotoksinlerin Insanlara Bulasma Asamalarimi Gosteren
Sematik Diyagram (Muzlovic and Knezevic 2014).

Deniz biyotoksinleri ¢ok hizli etki ettiginden dolayr bu durumun O6niine gegilmesi
gerekmektedir. Spesifik ve hassas tarama ile bu sorunlar oOnlenebilmektedir. Deniz
biyotoksinlerinin birgogu yiiksek toksisiteye sahip oldugundan ve diisiik agirliklt molekiiller
oldugundan; antikor {iiretiminde ¢esitli sorunlar goriilebilmekte ve yiliksek maliyetler
gerekebilmektedir (Zhao et al. 2018 ). Deniz biyotoksinleri; lipofilik (yagda ¢6ziinen kirletici
maddeler) 6zelliklere, hidrofilik (suda ¢oziinen kirletici maddeler) 6zelliklerine gore veya yeni
olusan su biyotoksinlerine gore kategorize edilmektedir  (http://www.biosciences-

labs.bham.ac.uk/exhibit/whatare.html ).

Lipofilik biyotoksinler.

Lipofilik biyotoksinler, dogal olarak olusabilen bilesiklerdir ve biyotoksin karigimlari
veya tek tek olarak gruplandirilabilmektedir. Lipofilik biyotoksinler biyoyararlanima ve

kimyasal yapilarina gore dort gruba ayrilmaktadir. Bunlar:
i. Okadaik asit (OA) ve tiirevi dinofizistoksinler (DTX’ler),
ii.  Yessotoksinler (YTX ler),
iii. Azaspirasitler (AZA’lar) ve
iv. Pektenotoksinler ( PTXler)’dir.

Lipofilik toksinlerin tiiketimi neticesinde cogunluklu olarak gastrointestinal semptomlar
(kusma, mide bulantis1 ve ishal) meydana gelmektedir. Okadaik asit (OA), dinofizistoksinler
ve pektenotoksinler, ishalli kabuklu deniz hayvani zehirlenmesi (DSP) biyotoksinleri olarak
siniflandirilmaktadir ve ilk olarak 1960'larda Hollanda'da kontamine midye tiiketimi sonucunda
bir dizi gastrointestinal olay meydana gelmesi sonucunda tespit edilmistir (Fire and Van Dolah
2012). Bu toksinler, farkli trofik seviyelerde bulunan okadaik asit ve spirolid toksin gruplariin

ester metabolitlerini ireterek, filtreyle beslenen organizmalarda biyotransformasyona
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ugramaktadir. Deniz organizmalarindaki ¢oklu toksin karisimi seviyelerinin degerlendirilmesi,
insan sagligindaki risklerin yan1 sira trofik zincir yoluyla biyo-aktarimlarini degerlendirmek
icin olduk¢a onemlidir (Farabegoli et al. 2018). Baslangicta iliskili oldugu organizmalarda
tanimlanan toksinlerde bulunmaktadir, 6rnegin okadaik asit baslangi¢ta siinger Halichondria

okadaii'de tanimlanmaktadir (Lawrence et al. 2011).

Okadaik Asit

Okadaik asit (C4sHesO13) gesitli dinoflagellat tiirleri tarafindan tiretilen bir toksin olup,
hem kabuklu deniz hayvanlarinda hemde deniz siingerlerinde birikmektedir (Lee 2016). Bu
toksin ve esterlesmis formlari su yosunlari (Dinophysis) tarafindan dinophysis toksin-1 (DTX1)
ve -2 (DTX?2) ile birlikte tiretilmektedir. Okadaik asit, gii¢lii bir polieter deniz toksinidir. Bu
toksin, deniz yumusakcalarmin sindirim bezlerinde birikebilmektedir. Insanlar tarafindan
kontamine olmus deniz hayvanlarinin tiikketilmesi sonrasinda, ciddi tehdit teskil eden sorunlar
meydana gelebilmektedir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar neticesinde; insan embriyonik
amniyotik hiicreleri, néroblastom hiicreleri, hepatositler de dahil olmak tizere gesitli hiicrelerin
okadaik asite maruz kalmas ile hiicrelerde 6lim goriilmektedir. Ek olarak bu calismalar;
okadaik asitin hiicrelerde, fonksiyonel ve morfolojik modifikasyonlar1 indiikledigini

gostermektedir (Fujiki et al. 2018).

Sekil 3. Okadaik asit ve tiirevlerinin genel yapis1 (Munday 2013).

Okadaik asit, ilk kesfedilen diyareik kabuklu zehirlenme tiiriidiir. {lk olarak 1981 yilinda
Halichondria melanodocia ve Halichondria okadai'den tanimlanmistir ve esas olarak
Prorocentrum lima, Prorocentrum concavum, Dynophysis acuta ve Dynophysis fortii gibi
fitoplanktonlar tarafindan tiretilmektedir. Okadaik asit, bagirsak lizerinde saptanamayan etkileri
olan bir hepatotoksin gibi davranir ancak ayni zamanda 6ldiiriicii olmayan dozlarda hiicre
iskeleti elemanlari lizerinde de bir etkiye sahiptir. Ayrica, toksinin kiiltiirlenmis noronlar i¢in
giiclii bir norotoksin, c¢esitli hiicre dizilerinde apoptotik olaylar1 indiklemek ve c¢esitli

organlarda tiimor destekleyici aktivite sergilemek oldugu bilinmektedir (Franchini et al. 2010).



Kabuklulardaki polieter DSP toksinleri, okadaik asit grup (Okadaik asit, Dinophysis
toksinleri DTX1, DTX2, DTX4 ve akil tiirevleri DTX3), pektenotoksin (PTX) ve yessotoksin
(YTX) igermektedir. Diger gruplar disinda yalnizca okadaik asit gruplari direkt etkilere sahiptir.
Diger DSP toksilerinin insan zehirlenmelerine sebep olmadigi bilinmektedir. Okadaik asit ve

DTX1 timdr olusturucu aktiviteyede sahiptir.

Okadaik asit, bircok hiicresel siireclerde Onemli rol oynayan proteinlerin
fosforilasyonunda artiglar meydana getirebilmektedir (Aydin ve Uzar 2009). Kabuklu deniz
tirlinleri zehirlenmesinden (DSP’den) sorumlu olan ana toksin okadaik asittir. Bir tiimor
promotorii C38 polieter yag asidi olan okadaik asit, hidrofobik ve asidik kisimlar igermektedir.
Bu asit, protein fosfataz 1 ve 2A gibi 6nemli protein serin/treonin fosfataz siniflarinin giiglii bir
inhibitoridiir (Alexander 2009). Okadaik asit grubu toksinler, serin ve treonin fosfatazlar1 PP1
ve PP2A’y1 engellemektedir (Botelho et al. 2018). Bu engelleme sonucunda proteinlerde
hiperfosforilasyon meydana gelmektedir. Hiperfosforilasyon olusumu hiicre sivilarinda kayip

olusumuna neden olmaktadir (Wertz et al. 2011).

Lipofilik toksinlerin baslangi¢c seviyesi, farkli isleme prosediirleri olan; kaynatma,
buharlama veya otoklavlama gibi islemler ile degistirilebilmektedir. isleme sirasinda olusan su
kayiplarinin, kabuklu deniz hayvani etinin grami basina toksin konsantrasyonundaki artisin
nedeni oldugu bilinmektedir. Okadaik asit ve DTX2‘de, yiiksek sicakliklarda (>100 °C)
bozunma meydana gelebilmektedir. Ek olarak, kabuklu deniz iiriinlerinin islenmesi sirasinda,
okadaik asit grubu toksinlerin, sindirim bezinden geri kalan dokulara yeniden dagilimi

goriilebilmektedir (Reguera et al. 2014).
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Sekil 4. Tipik bir deniz besin zincirinde okadaik asitin omurgasizlar boyunca bulagsmasini
gosteren sematik diyagram (Prego Faraldo et al. 2013).



Okadaik asit, bagirsak dokularinda sitotoksik konsantrasyonlara ulagsmaktadir. Son
caligmalar, okadaik asidin toksik etkilerinin, muhtemelen tasiyici sistemi degistirerek ince
bagirsakta besinlerin, iyonik ve su absorbsiyonunun modifikasyonu ile iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir (Botelho et al. 2018). Okadaik asit, bagirsak hiicreleri tarafindan Na+
sekresyonunu uyararak ishale neden olmaktadir. Bu durumda intraluminal gastrointestinal sivi

birikimine ve abdominal krampa neden olmaktadir (Terzi 2008).

Okadaik asitin toksikolojik etkileri

Okadaik asit; insanlarda ve hayvanlarda norotoksisite, hepatotoksisite ve sitotoksisite
dahil olmak {izere ciddi zararlara neden olabilmektedir (Terzi 2008). Okadaik asitin ilk olarak
ishalli kabuklu deniz hayvani zehirlenmesinden (DSP) sorumlu oldugu ve insanlarda ishal,
mide bulantisi, karin agrist veya kusma gibi c¢esitli semptomlara sebebiyet verdigi
goriilmektedir. Yonetmelige gore, okadaik asit, DTX'ler ve PTX-2, bir kg kabuklu deniz
hayvani basina belirlenen 160 pg okadaik asit esdegeri limiti belirlenmektedir (Alarcan 2018).

Okadaik asitin sitotoksik etkisi

Okadaik asitin hiicresel hedefleri; biiyiime, boliinme ve hiicre iskeleti yapisi gibi temel
hiicresel siireclerin diizenlenmesine yoneliktir. Okadaik asit ile indiiklenen fosfataz
inhibisyonu, bir¢ok hiicresel proteinin fosforilasyon durumlarinda ciddi degisikliklere neden
olmaktadir. Bu durum sonunda diizenleyici siirecler ¢okmekte ve cesitli hiicresel bozulmalar
meydana gelebilmektedir. Bu sebeple, diisiik konsantrasyonlarda bile okadaik asite maruz
kalma sonucunda hiicresel olaylarda gesitli degisikliklerin meydana geldigi goriilmektedir
(Valdiglesias 2013). Okadaik asitin sitotoksik etkisi; esas olarak hiicre morfolojisinde
degisiklik, hiicre iskeletinin yikimi, hiicre dongiisiinde degisiklik ve apoptozun indiiklenmesi

seklinde kendini gostermektedir.

Hasarli hiicreler tipik olarak gevsek zar biitlinliigii, bastirilmis metabolizma, hizli sisme,
ve ¢evreye hiicresel salinim sergilemektedir. Serin treonin protein fosfatazlar (Ser/Thr PP),
hiicre biiyiimesi, bdliinmesi, hiicre iskeleti yapisinin korunmasi ve 6liimii dahil olmak {izere
temel hiicresel siireclerin diizenlenmesinde yer almaktadir. Morfoloji ve hiicre iskeletinde
meydana gelen degisiklikler, diger birgok hiicresel olay i¢in 6n adimlar1 olusturmaktadir (Zhao
et al. 2018). Serin/treonin protein fosfatazin, kalsindrinin inhibisyonu ve fosforilasyonunu
artirmaktadir. Diisiik molekiiler agirlikli protein fosfataz inhibitorleri, reseptdr fonksiyonunun
calismasinda onemli bir rol teskil etmekte ve canli hiicrelere niifuz edebilmektedirler

(Alcantara Hernandez et al. 2000).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Alc%C3%A1ntara-Hern%C3%A1ndez+R&cauthor_id=10683197

Okadaik asit, protein fosforilasyonunu hizla uyarabilir ve cesitli hiicre tiplerinde ¢esitli
metabolik siiregleri indiikleyebilmektedir. Adipositleri okadaik asitle tedavi etmek, birgok
proteinin fosforilasyonunu 6nemli dl¢lide artirip ve bazal lipolizi uyarmaktadir. Okadaik asit,
lipolizi hizlandirmak i¢in sitozolden lipit damlaciklarina fosforile edilmekte ve lipolizi

uyarmaktadir (Chang et al. 2013).

Okadaik asitin kullanimi, fosforilasyon ve defosforilasyon durumunun, biyolojik son
nokta olan apoptoz da dahil olmak iizere hiicresel diizenleme ile ilgilidir. Okadaik asit, insan
osteoblastik hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Protein kinazlarin ve fosfatazlarin, NF-Kb
yolunun aktivasyonu yoluyla transkripsiyonel stimiilasyonuna dahildir. Okadaik asit kaynakl
apoptoz sirasinda NF-Kb translokasyonu meydana gelmektedir (Haneji et al. 2013). Okadaik
asitin hiicre i¢i etkilerinin belirgin olmamasi, midye kan hiicrelerinde multiksenobiyotik
direncine (MXR) baglh olarak meydana gelebilmektedir. Okadaik asitin subtoksik
konsantrasyonlarina maruz kalan bazi memeli hiicre dizilerinin, bu toksinin sitotoksik etkilerine

kars1 direng gelistirdigi goriilmektedir (Svensson 2003).

Okadaik asitin norotoksik etkisi

Okadaik asit, en yaygin olarak gelisen deniz toksinlerinden biridir. (Cui et al. 2023).
Okadaik asit norotoksik etkileri, DSP toksinlerinin kabul edilen ana etki mekanizmasi ile
iligkilidir (Louzao et al. 2015). Serin/treonin protein fosfatazlar, hiicresel fonksiyonlarin yani
sira ndrodejeneratif siireglerde de bir rol oynamaktadir. Noronlar, ¢esitli protein kinaz
inhibitdrleri ve/veya dort estrojenden birinin varliginda veya yoklugunda okadaik asite maruz
birakildiginda; okadaik asit artan reaktif oksijen tiirleri, protein karbonilasyonu, lipid
peroksidasyonu, Kaspaz 3 aktivitesi ve mitokondriyal disfonksiyon yoluyla hiicre 6liimiinii
indiikledigi gozlemlenmektedir. Ayrica, protein kinaz C ve mitojenle aktive olan protein kinaz
yolunun inhibisyonu, okadaik asit toksisitesine karsi noroprotektif olmadigr goriilmektedir.
Okadaik asitin, ERK1/2 ve/veya protein kinaz C'nin kalict aktivasyonuna sebep olmakta ve
meydana gelen oksidatif strese aracilik etmektedir. Bu durum sonucunda okadaik asitin; protein
fosfataz aktivitesinde, dstrojen aracili nérokoruma igin 6nemli ve gerekli bir yonii oldugunu

goriilmektedir (Yi et al. 2009).

Okadaik asit, protein fosfatazlar 1 ve 2A tizerindeki inhibitor etkisinden dolay1, hiicresel
siireclerde protein fosforilasyon siirecinin incelemesinde bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Serin
treonin protein fosfatazlari, tau proteinini in vitro olarak fosforile edebilmektedir (Kamat et al.
2015).

10



Glikojen sentez kinaz-3 (GSK-3) gibi tau kinazlarin asir1 aktivayonu ile tau
fosforilasyonunun asagr dogru regiilasyonu arasindaki dengenin sonucunda tau
hiperfosforilasyonunun seviyesi meydana gelmektedir. Ayrica, PP-2A aktivitesinin asagi dogru
regiilasyonu Alzheimer (AD) beynindeki anormal tau fosforilasyonundan da sorumludur. Tau
fosforilasyonunun inhibisyonu, AD'nin onlenmesi i¢in uygulanabilir bir terapotik yontem

olabilmektedir (Li et al. 2011).

Gelismekte olan beyin dokusunun dilimlerinden yapilan organotipik kiiltiirler, karmagik
cok hiicreli kosullar1 6nemli 6l¢iide korumaktadir. Bu sebeple okadaik asitin neden oldugu
norodejenerasyon modellerini olusturmak i¢in de kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar
gostermektedir ki, okadaik asit noronal hasara, Alzheimer hastaliginda oldugu gibi
noropatolojik degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica astroglioz, oksidatif streste artmalar ve
noronal O6lim meydana gelmektedir (Medina et al. 2013). Okadaik asitin, alzheimer
patolojisinin 6zelligi olan tau hiperfosforilasyonunu, nérodejenerasyon, norotoksisite ve

noroinflamasyon ile birlikte oksidatif stresi, indiikledigi gériilmektedir (Kamat and Nath 2015).

Okadaik asitin embriyotoksik etkisi

Okadaik asit, giiclii bir serin/treonin protein fosfataz inhibitorii oldugu i¢in, embriyonik
gelisim sirasinda fosforilasyon ve defosforilasyon durumunun siki bir sekilde diizenlenmis
dengesini bozma potansiyeline sahiptir (Ehlers et al. 2010). Yapilan arastirmalar sonucunda,
kulugkalanmig medaka balig1 (Oryzias latipes) embriyolarinda, okadaik asitin dozuna bagl
olarak sagkalim oraninda ve embriyonel gelismelerde azalmalar meydana geldigi
gozlemlenmektedir. Diisiik okadaik asit konsantrasyonlarimin, embriyonik gelisim

asamalarinda, doniisii olmayan hasarlara neden olabilecegi goriilmektedir (Ye et al. 2022).

Okadaik asitin genotoksik etkileri ve DNA onarim iizerine etkileri

Arastirmalar gostermektedir ki, insan ve hayvan hiicrelerinde, okadaik asit genetik
materyal iizerinde hasar olusturmaktadir. Bu sebeple okadaik asit genotoksik bir ajan olarak
kabul edilmektedir. Olusan bu hasarlar neticesinde; mikroniiklei olusumu, oksidatif DNA
hasari, kardes kromatid degisimleri, 8-hidroksi-deoksiguanin eklentileri, mini uydu
mutasyonlar1 ve DNA zincir kiriklar1 gibi gesitli DNA lezyonlarina sebebiyet vermektedir
(Wuerger et al. 2023).

Okadaik asitin neden oldugu hastaliklar

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) diyareik kabuklu zehirlenmesini; ishal,

bulant1, kusma ve karmn agris1 gibi semptomlarla karakterize etmektedir. Ishalli kabuklu deniz
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tirlinleri zehirlenmesinin semptomlar1 arasinda yogun ishal ve siddetli karin agrilar1 ve nadiren
mide bulantist ve kusma bulunur ve bunlar zehirli kabuklu deniz iirlinleri tiiketildikten 30
dakika ile en fazla 12 saat sonra herhangi bir zamanda ortaya ¢ikma egilimindedir. Yetigkin
insanlarda ishal etkileri olusturmak i¢in kabaca 40 ug okadaik asit gerektigi tahmin
edilmektedir (Creppy 2002).

Fosfatazlarin inhibisyonu, hiicrede sodyum salgilanmasi ve c¢oziinen gegirgenligi
tizerindeki kontroliin kaybiyla sonuglanabilmektedir. Diger gli¢lii fosfataz inhibitorleri ishal
etkisi gdstermemektedir. Ishalin protein fosfataz inhibisyonu ile iliskisi olmadig1 griilmiistiir.
Bu sebeple, okadaik asit ve DTX'lerin toksisitesinde, drnegin bagirsak motilitesini ve su ve
elektrolit sekresyonunu inhibe ederek diyareye karsi koruma saglayan ndropeptit Y'nin

inhibisyonu gibi etkileri olmasi s6z konusu olabilmektedir (Vilarino et al. 2018).

Bu inhibisyon, hiicrenin gecirgenligini diizenleyen sitoskeletal baglantilarda yer alan
proteinlerin hiperfosforilasyonuna sebebiyet vererek hiicre sivilarinda kayiplara neden
olmaktadir. Okadaik asit tipi toksinlerle kontaminasyona maruz kalan kabuklu deniz
hayvanlarmin tiiketimi neticesinde, mide bulantasi, kusma, karin kramplari, ishal ve

gastrointestinal bozukluk gibi olumsuz etkiler teskil edebilmektedir (Gerssen et al. 2010).

Avrupa Birligi’nin  verilerine gbre, deniz  biyotoksinlerinin  akut  risk
degerlendirmesindeki porsiyon boyutu 400 g kabuklu deniz hayvani eti olarak kabul
edilmektedir. Mevcut AB limiti olan 160 pg okadaik asit esdegeri/kg kabuklu deniz hayvani eti
seviyesinde okadaik asit grubu toksinler igeren 400 gr'lik kabuklu deniz hayvani eti
porsiyonunun, 64 pg toksinlik bir diyet maruziyetiyle sonuglanacagi kaydedilmektedir. 60
kg'lik bir yetigkin i¢in bu deger yaklasik olarak 1 pg/kg viicut agirhgina esdegerdir (Alexander
et al. 2009). Yapilan arastirmalar neticesinde, okadaik asit kaynakli hafiza bozuklugu ile

noroinflamasyon arasinda iliski oldugu tespit edilmistir (Nazem et al. 2015).

Zebra Bahig:

Zebra baligi insan genomu ile birgcok homolog gene sahip oldugundan, insanlar tizerinde
arastirtlmas1 miimkiin olmayan bir¢ok deneyde kullanilan omurgali bir model organizmadir.
Zebra baligi, kolay genetik manipiilasyon, kiiciik boyut, diisikk maliyet, yiiksek iireme
potansiyeli, embriyo gelisiminin disi viicudunun disinda ve hizli olmasi gibi avantajlarinin
olmas1 model organizma olmasinda 6nemli bir etkendir. Ayrica zebra baligi, bir¢ok insan
hastalig1 ile gelisim genleri benzer 6zellik gostermektedir. Bu sebeple zebra baligi bir¢cok
genetik ve deneysel aragtirmada model organizma olarak kullanilmaktadir. Zebra balig:

akvaryum balig1 olarak kullanilmaktan ziyade tibbi aragtirmalarda, insanlarda kullanilmasi
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istenen tedavi ve yoOntemlerin etkilerinin belirlenememesinden dolay1r genetik kontroliin

saglanabilmesi ve etkilerin gozlemlenebilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Kayhan 2018).

Zebra balig1 ile insan homologlari arasindaki niikleotid veya amino asit sekanslarinin
dekligi yaklasik %71'dir. Zebra baligi, omurgali bir sinirsel yapisal organizasyona sahiptir ve
tim temel yapilar, memeli beynine benzemektedir (Ali et al. 2011). Gelisimin erken
asamalarinda aktif dolagim olmadan hayatta kalma yetenegine sahiptir. Hiicre ve hiicre doku
hareketlerini izlemek igin geleneksel bir arag¢ olan hizlandirilmis parlak alan mikroskopisi
kullanilmaktadir. Yapilan yeni ¢aligmalarda ise hiicresel doku hareketlerinin izlenmesi i¢in,
hizli 151k levhasi floresan mikroskoplar kullanilmaktadir ( Yalcin et al. 2017). Zebra balig:
embriyolari, serbest yiizen larvalar haline geldiklerinde, do6llenmeden 48 ve 72 saat sonra (hpf)
kulugkada 28.5°C'de tutulmaktadir. Yumurtadan ¢ikmadan 6nce embriyo, bazi bilesiklerin
girigine engel olan koryon, yar1 saydam ve nispeten gegirgen olmayan zar igindedir (Ahmad et

al. 2012).

Zebra balig, hiicre kiiltiirii deneylerini biitiin bir omurgali modeline genisletmek igin
benzersiz, in vivo, orta verimli bir sistem saglamaktadir. Zebra baligi embriyolarinin
poplilasyon boyutunun fazla olmasi, zebra balig1 iizerindeki ¢aligmalar, bilesik toksisitenin hizli
bir sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir. Zebra baligi, baska bir omurgali canli
popiilasyonunda toksik maddeye maruz kalma durumunda meydana gelebilecek gelisimsel ve
saglik sonuclarinin mekanizmalarint inceleme firsatt verdiginden oldukca Onem teskil
etmektedir. Ek olarak, ¢ok sayida yavru, diisiik bir maliyetle, gevresel maruziyetlerin gelisimsel
etkilerinin popiilasyon 6l¢eginde yapilabilen uzunlamasina arastirmalara olanak tanimaktadir

(Bambino and Chu 2017).

Kas iskelet sisteminin klinik bozukluklarini tespit etemek ve yeni tedavilerin kesfini
hizlandirmak igin hizli, verimli biyolojiye uygun kiigik hayvan modelleri avantaj
saglamaktadir. Zebra balig1, daha fazla emek ve maliyet gerektiren yogun calismalara dncelik

vermek i¢in bir 6n tarama araci olarak kullanilabilmektedir (Busse et al. 2020).

Omurgalilar, rejeneratif kapasitelerinde oldukca biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Memelilerin rejeneratif kapasiteleri genellikle daha sinirhdir ve diger
omurgalilar daha yiiksek derecede rejeneratif kapasiteye sahiptir. Rejenerasyon ¢alismalari igin
zebra baligi ( Danio rerio) en yaygmn olarak kullanilan omurgali hayvan modellerinden
biridir. Gelisimi incelemek i¢in genetik ve deneysel olarak erisilebilir bir model sistem olarak
kurulmasinin, erken rejenerasyon ¢alismalari, diger birgok balik gibi zebra baligmin birgok

dokuyu tamamen yenileyebildigini gostermektedir (Marques et al. 2019).
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Zebra baligi, kimyasal toksisite taramasinda, ilag gelistirmede ve gelisimsel
norotoksisitede onemli bir model haline gelmektedir (Horzmann
an00000000000000000000000000000000d Freeman 2018). Zebra baligi, sadece ndrotoksik
maddelerin yapisal ve kimyasal etkilerini anlamak i¢in degil, ayn1 zamanda bu tiir maruziyetle
iliskili davranigsal bozuklugu degerlendirmek i¢in de yararli bir ara¢ olacak sekilde
gelistirilmektedir. Norotoksikanin temel eylemleri, noral farklilasma, proliferasyon, gog, asirt
biiylime, sinaps olusumu ve devre gelisimindeki bozulmalarin takip edilmesi agisindan zebra
balig1 onem teskil etmektedir. Ayrica kimyasal maruziyetin islevsel etkisini belirlemek

amaciyla zebra baliginin davranisi olgtilebilmektedir (Bailey et al. 2013).

Kaspaz 3

Kaspaz 3, spesifik hedef proteinlerin boliinmesine aracilik eden sistein proteazlar
ailesinin bir tiyesidir. Kaspazlarin tiimii baslangigta aktif olmayan zimojenler (prokaspazlar)
olarak iiretilir ve daha sonra ¢ok ¢esitli spesifik dahili ve/veya harici sinyaller tarafindan aktive

edilmektedir.

Kaspaz 3, baz1 Sp1 benzeri sekans igermekte ve bunun mRNA ekspresyonu, Spl ve p73
dahil olmak ftizere birkag transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenebilmektedir (Eskandari
and Eaves 2022). Kaspaz 3 proteini, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime girmektedir. Kaspaz
3, CASP3 geni tarafindan kodlanmakta ve CASP3 ortologlari, tam genom verilerinin mevcut

oldugu birgok memeli canlida tanimlanmaktadir (Khalil et al. 2012).

Sekil 5. Kaspaz-3 heterotetramer + 2 pryazinon inhibitorii (Becker et al. 2004 ).
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Kaspaz 3, apoptozun spesifik bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Beroske et al.
2021). Prokaspaz-3, hiicre dis1 apoptotik yolla aktive edilebilmektedir. Hiicre dis1 yolda,
proapoptotik sinyaller hiicre dis1 reseptorlere baglanarak Sliime bagli sinyal kompleksinin
(DISC) olusumuna neden olmaktadir (Araya et al. 2021). Kaspaz 3 apoptoz sirasinda baslica
yiiriitiicti kaspaz olarak kabul edilmektedir. Kaspaz 3'{in aktivasyonu, hiicre 6liimiiniin habercisi
olmaktadir. Bir¢ok hastalik durumunda apoptoz i¢in patojenik bir rol dnerilmektedir. Kaspaz
3'lin inhibisyonu, apoptozu azaltir ve bir¢cok hasara kars1 koruma saglayabilmektedir (Suresh et

al. 2019).

Kaspaz inhibisyonu i¢in yaygin bir allosterik diizenleme, dimer arayiiziindeki amino
asitler ile aktif bolge kalintilar1 arasinda kisa mesafeli etkilesimler yer almaktadir. Mutajenez
veya kiiciik molekiillerin baglanmasi yoluyla etkilesimlerin bozulmasi aktif yapiy1 kararsiz bir

hale getirir ve proteini aktif olmayan ya da kapali duruma kaydirmaktadir (Walters et al. 2012).

Aktive edilmis kaspaz 3"l saptamak i¢in tam montajli immiinofloresan, zebra balig1
embriyolarinda ig¢sel veya digsal apoptoz geciren hiicreleri belirlemek igin yararlhidir. Tim
montaj analizi, apoptoz geciren hiicrelerin doku 6zgilliigline iliskin bilgi saglar ancak sonugta
apoptoz geciren hiicre tiplerini kesin olarak belirlemek i¢in kesit alma gerekmektedir (Sorrells

et al. 2013).

8-OHdG

DNA'nin oksidatif hasarinda en yaygin metabolomik olan 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin
(8-OHAG), oksidatif stresin diisiik seviyeli DNA hasarini1 gosterebilen hassas bir biyobelirtegtir.
Hidroksil radikalinin DNA iizerindeki C8 pozisyonundaki guanidin niikleosidini zedelemesi
veya hidroksil radikalinin alict elektron ile deoksiguanidine baglanmasi ile meydana
gelmektedir (Gunes et al. 2021). Hidroksil radikali, membran lipitleri, hiicresel proteinler ve
DNA gibi temel biyomolekiillere hasar veren en kritik oksijensiz radikallerden
biridir. Baslangigta hidroksil reaksiyonu, serbest radikal kaynakli DNA eklentilerinin {iretimi
meydana gelmekte ve daha sonra bir reaksiyonlar zinciri ve elektron soyutlamasi ile 8-hidroksi-
2-deoksiguanozin (8-OHdAG) iiretilmektedir. Oksidatif DNA hasar1 seviyelerinin mutasyon
frekanslar1 ve kanser insidansi ile korelasyonu, hafif DNA hasar1 seviyelerinin analizi i¢in

hassas yontemlerin varligina bagl olarak gergeklesmektedir (Sajous et al. 2008).
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Sekil 6. 8-hidroksiguanozinin kimyasal yapist ( Anonim 2008).

Hiicre dis1 olarak uygulanan 8-OHdG, genomik DNA'ya tekrar dahil olamadig igin, 8-
OHdG'yi 8-hidroksi-dGTP'ye doniistiiren deoksiniikleotit kinazin aktivitesi olduk¢a azdir
ancak deoksiguanozin aktif olarak bir substrat olarak kullanilabilen deoksiguanozin trifosfata
dondtstiiriilebilmektedir. 8-OHdG, oksitlenmis guanin iceren diger tiirlerin aksine hiicre zarini
gecebilmektedir. Bu nedenle 8-OHdG, genellikle oksidatif stres ile baglantili hastaliklar1 olan

hastalarin idrarinda ya da serumunda saptanmaktadir (Ock et al. 2021).

Hiicre ve dokulardaki varligina ek olarak, modifiye edilmis piirin bazi idrarda da
bulunmasina bagli olarak, 8-OHdG viicutta gergceklesen DNA onarim siireglerini
gostermektedir. Farkli patojenik siireclerde idrardaki 8-OHdG miktart ile dokulardaki miktar
arasindaki korelasyonlar iizerinde gerceklestirilen calismalarin devam ettigi bilinmektedir
(Dabrowska and Wiczkowsk 2017). 8-OHdG veya 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-
oksodG), niikleer ve mitokondriyal DNA'da, serbest radikallerin sebebiyet verdigi baskin
formlardan biridir. Hiicre zarlarinin lipidlerinde, proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasarin
kalic1 olarak meydana geldigi deneysel olarak ¢cogu kez kanitlanmistir. Oksidatif lezyonlar,
karsinojenez ve oksidatif stres i¢in bir biyobelirteg olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, idrarda 8-OHdG'nin dejeneratif hastaliklarin ve gesitli
kanserlerin risk degerlendirmesi i¢in iyi bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir (Valavanidis
2009).

ERK1/2

ERK1/2; ERK1 ve ERK2, Ras-Raf-MEK-ERK sinyal iletim zincirine katilan ilgili
protein-serin/treonin kinazlardir. Bu basamak, hiicre yapismasi, hiicre dongiisti ilerlemesi,
hiicre gocii, hiicre hayatta kalmasi, farklilasma, metabolizma, ¢ogalma ve transkripsiyon dahil

olmak tizere ¢ok cesitli slireglerin diizenlenmesine katilmaktadir (Roskoski 2012).

ERK %, farklilasma ve ¢ogalma gibi uyarilmis hiicresel siiregleri diizenleyen merkezi
sinyal bilesenleridir. Bu kinazlar, diizensiz olduklarinda, basta kanser olmak fiizere gesitli

patolojilerin aktiflesmesine ve siirdiiriillmesine dahil olmaktadirlar. ERK, dinlenen hiicrelerin
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sitoplazmasinda bulunmaktadir. Substratlarinin ¢ogu niikleerdir ve gergekten de hiicre disi
uyarilma, ERK'nin saglam ve hizli bir niikkleer translokasyonunu baslatmaktadir. Uyarilma
tizerine ¢ekirdege giden diger sinyal bilesenlerine benzer sekilde ERK, niikleer translokasyonun
kanonik importino/p mekanizmasindan faydalanamamaktadir. Bunun yerine, niikleer
gozenekler araciligiyla uyarilmis mekik hareketine izin vermek igin importin7 ile reaksiyona
giren kendi benzersiz niikleer translokasyon sinyali (NTS) bulunmaktadir. Niikleer
translokasyonun oOnlenmesi, B-Raf- ve N/K-Ras-doniistiiriilmiis kanserlerin artamasini

engellemektedir (Maik Rachline et al. 2019).

Integrins
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Sekil 7. Klasik Ras-Raf-MEK-ERK 1/2 sinyal yolunun 6zeti (Kong et al. 2019).

ERKZ1/2, bagisiklik hiicrelerinde 6nemli bir rol oynayarak hiicre hasarina kars1 koruma
saglamaktadir. ERK1/2, inflamatuar sitokin iiretimi i¢in ilk olarak c-Fos'u fosforile etmektedir.
ERK1/2 diger inflamatuar mediyatorlere cevap olarak NF-Kb diizenlemesinde nasil bir etki
olusturmas1 gerektigini gostermektedir. ERK1/2, hem dogal hem de adaptif bagisiklik
sistemlerinin hiicrelerinde ¢oklu sinyal yollarma onciiliik etmekte ve bagisiklik hiicresi
fonksiyonunun merkezi bir diizenleyicisi olarak meydana ¢ikmaktadir. ERK1/2 aktivasyonu,
hiicresel cevaplarin tiiriinii ve ne diizeyde oldugunu belirlemede olduk¢a 6nem teskil etmektedir

(Lucas et al. 2022).
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NF-Kb

Niikleer transkripsiyon faktor-Kb (NF-Kb), dogustan gelen ve adaptif immiin
fonksiyonlarin birgok yoniine etki ederek inflamatuar cevaplarin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. NF-Kb,  kemokinleri ve sitokinleri kodlayanlar ~ dahil  olmak  {izere

cesitli proinflamatuar genlerin ekspresyonunu baslatmaktadir (Liu 2017).

Niikleer faktor-Kb (NF-Kb), ¢esitli hiicresel siireglerde yer alan bes transkripsiyon
faktorii ailesinden meydana gelmektedir. Bu aile NF-Kb1 (p105/p50), NF-Kb2 (p100/p52),
RelA (p65), RelB ve c-Rel'den meydana gelmektedir. NF-Kb aktivasyonu, ¢ogu
proinflamatuar olan hedef genlerin transkripsiyonunda yer almaktadir. NF-Kb sinyali, kanonik
ve kanonik olmayan yollar olmak tizere iki farkli yolla etkinlestirilmektedir. NF-Kb, Alzheimer
(AD)’da meydana gelen nérodejenerasyon dongiisiiniin merkezinde yer almaktadir. EK olarak,
hiicre tipine ya da NF-Kb alt birimlerinin birlesimine bagl olarak, NF-Kb'nin aktivasyonu,

norodejenerasyon veya noroproteksiyonda da rol oynayabilmektedir (Sun et al. 2022).

Okadaik asitin gii¢lii bir NF-Kb aktivatorii oldugu bildirilmektedir. Okadaik asit, NF-
Kb aktivasyonunun protein fosforilasyonunda onemli bir rol oynamaktadir. Yapilan bir
calismada, okadaik asitin ROI'lerden bagimsiz olarak NF-Kb'yi aktive ettiine dair kanit
saglarken, bagka bir ¢alisma okadaik asit etkisinin antioksidanlara karsi duyarli oldugunu ve
H202 ve L-butiyonin-siilfoksimin, bir glutatyon inhibitorii, okadaik asit iizerinde birlikte uyarici
bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Timor hiicrelerinin, ancak birincil hiicre dizilerinin
degil, NF-Kb'nin aktivasyonu ile okadaik asite giiclii bir sekilde tepki olusturdugu
gozlemlenmektedir (Schmidt 1995).

TLR4

Toll benzeri reseptor 4 (TLR4), hiicre dist bir alan ve bir hiicre i¢i alan igeren Toll
benzeri reseptér (TLR) ailesine ait bir model tanima reseptoriidiir. Endozomal olarak islev
goren TLR'ler esas olarak niikleik asitlerle aktive edilmektedirler. Ek olarak ¢esitli molekiiller,
hiicre ylizeyinde eksprese edilen TLR'leri aktive etmektedir (Litak et al. 2020). Toll benzeri
reseptor 4 (TLR4); LPS tanima ile LPS aracili inflamatuar cevaplar igin TLR protein ailesinin
en Onemli tyesidir. TLR 4 ya da Toll benzeri reseptor 4, bagisiklik sisteminde rol
oynayan Toll benzeri reseptorler ailesinden TLR4 olarak bilinen gen ve bunun iriinii olan

proteindir (Watson 2014).

TLR4’iin proinflamatuar aktivitesi, otoimmiin bozukluklarda ve ateroskleroz,

norodejeneratif hastaliklarla baglantili oldugunu gostermektedir (Plociennikowska et al. 2015).
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TLR4, lipopolisakkaritin (LPS) taninmasindan sorumlu gendir. Molekiiler diizeyde
lipopolisakkaritin (LPS), LPS baglayic1 protein tarafindan baglanmasini saglamaktadir. Bu
durum, proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, antimikrobiyal peptitlerin, reaktif oksijen
tiirlerinin, ve akut faz proteinlerinin salgilanmasina sebebiyet vermektedir. TLR-4'lin asir1
ekspresyonu ve bu inflamatuar sitokinlerin kronik tiretimi, kaudal tip homeobox 2'nin (CDX-
2) anormal transkripsiyonu meydana getirmektedir. CDX-2 seviyelerinde meydana gelen artis,
pro-onkojenik hiicre i¢i yollar1 aktive ederek kanser olusumuna neden olabilmektedir (Mai et
al. 2013). LPS TLR4’¢ uygun bir sekilde baglandiktan sonra reseptor fosforile edilmekte ve
NF-Kb dimerlerinden olusan bir sinyallesme agin1 aktive etmektedir (Thon et al.2022).

c-Fos

c-Fos proteini, farklilasma, proliferasyon, hayatta kalma ve ayrica hipoksi ve
anjiyogenezden etkilenen doku homeostazi dahil olmak tizere kritik hiicre fonksiyonlarinda yer
almaktadir. c-Fos'un yani1 sira c-Jun, sinyal iletim yollar i¢indeki diger genlerin ekspresyon
oranlarini degistiren ¢ok kritik bir gendir (Tsiambas et al. 2020). c-Fos, hiicre dis1 uyaranlardan
sonra hiicre farklilasmasi ile proliferasyonunda etki eden ani erken tepki genidir. FOS ailesinin
proteinlerinin (Fra-1, Fra-2, FosB) diger tiyeleri, c-Fos, transkripsiyonunu meydana getirmek
icin JUN ailesinin tiyeleriyle (c-Jun, JunB, JunD) heterodimerize olabilmektedir. Bir AP-1
heterodimeri olarak c-Fos, kisa vadeli uyaranlar1 uzun vadeli tepkilere doniistiirebilmektedir
(Velazquez et al. 2015).

FOS/AP-1 transkripsiyon faktoriiniin proliferasyon, farklilasma, hayatta kalma,
metabolizma, hipoksi, anjiyogenez, steroidogenez ve prostaglandin tiretimi gibi ¢esitli hiicresel
olaylarda yer almaktadir. Hiicresel olaylar ayn1 zamanda yumurtlama, folikiiler gelisim ve
luteinizasyon dahil olmak iizere normal yumurtalik fonksiyonlarinin olusabilmesi i¢in gerekli
olan proseslerdir (Choi et al. 2021). c-Fos transkripsiyon faktorii AP-1, proliferasyonu
artirmakta, timdr ve apoptoz metastazi gibi ¢esitli hiicresel proseslerin ilerleyisinde etkin bir
rol oynamaktadir. Ozellikle, AP-1 ailesinin gesitli {iyeleri arasinda c-Fos, bir tiimdr promotorii

olarak etki edebilmektedir (Liang et al. 2011).

Literatiirde okadaik asidin zebra baligi iizerindeki toksik etkilerine iliskin birgok
calisma bulunmaktadir (Zhang et al. 2014; Nada and Shah, 2016; Thawkar et al. 2021; Figueroa
et al. 2020). Okadaik asite maruz birakilan in vitro ve in vivo yapilan ¢aligmalardaki kanatlar,
ishal sendromuna ek olarak dokularda c¢esitli dejenerasyonlarin meydana geldigini
gostermektedir. Yapilan galigmalar, okadaik asit ilave edilmemis kontrol grubuna kiyasla doza
bagl bir sekilde hiicre canliligini énemli Ol¢iide azalttigini hatta hiicre Slimiini arttirdig

goriilmektedir. Okadaik asitin zebra balig1 beyni lizerindeki etkilerinin toksik mekanizmasi
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tam olarak bilinmemektedir ve NfKB, TLR-4, ERK 1/2, 8-OHdG, kaspaz 3 ve c-FOS sinyalinin
rolii lizerine sinirh sayida ¢alisma yapilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada, okadaik asitin zebra
balig1 beyinlerindeki potansiyel toksik mekanizmas1 NfKB, TLR-4, ERK 1/2, 8-OHdG, kaspaz
3 ve c-Fos immiinofloresan aktivasyonu degerlendirilerek ve hayatta kalma orani, kulucka orani
ve viicut malformasyonlart Olgiilerek arastirilmistir. Dolayisiyla, zebra baligi beynindeki
okadaik asitin etki mekanizmasina aracilik eden sinyal iletim yollarini anlayarak, okadaik asit
toksisitesinin patofizyolojisi altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 arastirmak miimkiin

olabilir.
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KURAMSAL TEMELLER

Figueroa et al. (2020) okadaik asit veya DTX-1'in zebra baligi (Danio rerio)
larvalarinda toksik etkilerini arastirmiglardir. Bu toksine maruz birakaldigi siire¢ boyunca,
siklopi, perikadiyel 6dem, gelisimsel gecikme ve On-arka eksende kisalma gibi gesitli
degisiklikler, zebra baliklarinda saptanmistir. Biyokimyasal biyobelirtecler olan siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalazin (CAT) aktivite seviyeleri konsantrasyona bagli bir diisiis
gosterirken glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) belirgin sekilde yiiksek
oldugu gozlemlenmis ve toksin maruziyetinin ardindan artan seviyelerde oksidatif hasar

(malondialdehit ve karbonil igerigi) olustugunu tespit etmislerdir.

Nada et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada zebra baligin1 kullanarak farmakolojik olarak
indiiklenen bir Alzheimer hastaligi gelistirmislerdir. Kullanilan farmakolojik ajan olan okadaik

asiti kullanmiglardir.

Calismalarinda, zebra balig1 beyninde fosforile glikojen sentaz-30/f, p-tau, Ap, tau
proteini ve senil plak olusumunun immiinohistokimyasinda, okadaik asit maruziyeti sebebiyle
onemli Olgiide artis meydana geldigi gozlemlenmistir. Gozlenen degisiklikler, Alzheimer
hastaligi (AD) patofizyolojisinde de 6nem teskil eden bilesenlerde, eksiklikler oldugunu
gostermektedir. Zebra baliklarinda Alzheimer hastaligini meydana getirmeye yonelik mevcut
farmakolojik yontemler yeterince gelistirilmemis ve hastaligin tiim 6zelliklerini yansitmadigini
belirtmektedirler. Zebra baligi, okadaik asit kaynakli Alzheimer hastaliginin ilag kesfini
incelemek igin uygun maliyetli bir model olarak yer alabilmektedir. Alzheimer hastaligina
sebebiyet veren karmasik patofizyolojinin altinda yatan molekiiler mekanizmalari anlagilmasi

i¢in de, zebra baliginin olduk¢a uygun bir model organizma oldugu tespit edilmistir.

Zhang (2014) calismalarinda, zebra baligi embriyolarin1 gelisim asamalari sirasinda,
etanol konsantrasyonuna (%0,5-5,0) maruz birakilmistir. Embriyolarin sonik dikenli proteine
bagimli noral hiicre tipleri ig¢in tanimlanmis hiicre markirlarinin ekspresyonunda goriilen
degisiklikler i¢in in situ hibridizasyon ile analizini yapmislardir. Erken nériilasyon ve erken
gastrulasyon gibi tanimlanmis gelisim asamalar1 sirasinda gegici tikaniklik benzeri etanol

maruziyetlerinin, Shh'ye bagli genlerin ekspresyonunda ¢esitli degisiklikler gozlemlenmistir.

Williams (2018), yaptig1 calismada LKE, murin modellerinde néroprotektif ve
norotrofik dzellikler ile birlikte etki mekanizmasini agikliga kavusturmak icin yakin zamanda

kurulmus bir zebra balig1 okadaik asit kaynakli Alzheimer hastaligi modelini kullanmislardir.
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Her grupta 8 balik yer alacak sekilde 3 grup olustrulmustur. Ilk Grup negatif kontrol, 2. Grup
100 nM okadaik asit, 3. Grup 100 nM okadaik asit + 500 uM LKE olacak sekilde ayarlanmistir.
Okadaik asitin, zebra baliginda ciddi biligsel bozukluklara neden oldugu, ancak LKE ile birlikte
tedavi, bilissel bozukluklara kars1 koruma sagladigr goriilmiistiir. Ayrica LKE’nin, apoptotik
beyin hiicrelerinin sayisin1 6nemli Olgiide azalttigi, beyinden tiiretilen norotrofik faktorii

(BDNF), pAkt (Ser 473) ve pCREB'nin (Ser133) fosfoaktivasyonunu artirdigini belirtmislerdir.

Chen (2011) yaptig1 ¢alismada, hiicrelerin apoptotik morfolojik degisikliklerini ve DNA
fragmantasyonunu karakterize ederek okadaik asitin MG63 hiicrelerinin apoptozisi tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. MG63 hiicrelerinde okadaik asit aracili apoptozun meydana gelmesi
ile ¢ift sarmalli RNA'ya bagimli protein kinaz (PKR), kaspaz ve niikleer faktor-kB (NF-kB)’nin
etki sekilleride incelenmistir. EIde edilen sonuglar neticesinde, okadaik asitin MG63
hiicrelerinde 75 1C50'de sitotoksisite ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir. NF-Kb’nin
amonyum pirolidinditiokarbamat (PDTC) tarafindan bloke edildikten sonra apoptozun asagi
regiilasyonu meydana gelmistir. Sonug olarak, okadaik asitin, PKR, NF-Kb ve kaspaz yolu
yoluyla MG63 hiicre apoptozunu indiikledigi tespit edilmistir.

Mensi et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, hiicre proliferasyonu, hiicre zar1 biitiinliig,
caspase-3 aktivasyonu gibi ¢esitli son noktalar1 kullanarak DOK, Caco-2, HepG 2 ve C6 gibi
farkli hiicre dizilerinin sitotoksik ve genotoksik tepkilerini okadaik asite kars1 degerlendirmis

ve karsilastirmislardir.

Lin et al. (2023), yaptiklar1 ¢aligmada, insan embriyo kiiltiiriinii tedavi etme amaciyla
neler yapilabilecegini 6ngérmek iizere zebra balig1 embriyolarini dnce diisiik konsantrasyonlu
bir GM SULF (17.8 uM)’a maruz birakmislardir. RNA-seq ve MeRIP-seq ile birlestirerek,
EYAL EYA2, PDZD7, Dach2, Rere, sox9-b, h2ax ve H3-I gibi kontrol grubu ve 1000 uM GM
SULF ile tedavi edilen grupta farkl sekilde ifade edilen bazi genler bulunmaktadir. Embriyolar
GM SULF ile tedavi edildikten sonra bu genlerin ekspresyonu 6nemli 6lgiide degistigi
gozlemlenmistir. GM'nin  bu genlerin  ekspresyonunu etkileyerek ototoksisite ve
nefrotoksisiteye neden olabilecegini diisiindiirmektedir. pH3 ve PCNA'nin, immiinofloresan
sonuclar1 araciligiyla GM SULF ile tedavi edildikten sonra zebra baligi embriyo gelisiminde

mitotik tutuklama gozlemlenmis, bu da GM'nin toksisitesinin hiicre biiyiimem si ve Sliimii

tizerindeki etkileri oldugunu gdstermektedir.

Berry et al. (2006), yaptiklari ¢alismada zebra baligi embriyo modelini kullanilarak, son
zamanlarda izolat Fischerella 52-1'den gelisimsel toksinlerini saflagtirmislardir. Bu calisma
aracilifiyla, bu toksinlerin kiiltiirlerin hiicre dis1 bilesenlerinde bol miktarda bulundugu ve

dogal olarak olusan alg popiilasyonlar1 tarafindan salinabilecegi bulunmustur.
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Botelho et al. (2022) bu makalede deniz dinoflagellatlar1 tarafindan dogal olarak
tiretilen toksinlerin Alzheimer hastaliginin (AD) baglica itici giligleri olan tau proteini
hiperfosforilasyonu ile birlikte [-amiloid plaklarindaki artiglar {izerinde nasil etkiler
olusturdugunu incelemislerdir. Bu ¢alismada, B-amiloid plaklarini ve tau hiperfosforilasyonunu
azaltan yessotoksinler (YTX'ler), gymnodimin (GYM), spirolidler (SPX'ler) ve gambierol
tizerine calisilmistir. Tanimlanan bagka bir toksin grubu olan okadaik asit ve tiirevlerinin,
fosforile tau proteinlerinin varligini kolaylastiran protein fosfataz aktivitesini inhibe ettigi
gbzlemlenmistir. Zebra baliginda Alzheimer hastaligini tetiklemek i¢in okadaik asit kullanilmis
ve Alzheimer hastaligini tedavi etmede veya hafifletmede yeni ilaglarin etkinligini in vivo

olarak test etme firsat1 sunmustur.

Tchivelekete et al. (2022) yaptiklar1 ¢alismada okadaik asitin insan retina pigment epitel
hiicrelerinde (ARPE-19) ve zebra baligi retinalarinda meydana getirdikleri toksisiteyi
arastirmislardir. Hiicre bazli deneyler, okadaik asitin doza bagl bir sekilde hiicre canliligini
onemli olgiide azalttigim1 ve oksidatif stresi arttirdigii gostermistir. In vivo calismada,
dollenmeden (hpf) 24 saat sonra zebra baligi embriyolar1, dort giin boyunca okadaik asit ile
tedavi edilip, 6liim, malformasyonlar, gecikmis yumurtadan ¢ikma, degisen kalp atis1 ve azalan
hareket dahil son nokta dl¢timleri yapilmistir. Okadaik asit maruziyeti mortaliteyi artirdigi,
yumurtadan ¢ikmayi, kalp atig hizint diistirdiigii ve morfolojik anormalliklere neden oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, antioksidan genlerin etkisini 6nemli 6l¢iide azalttig1, iltthaplanmay1
onemli Ol¢lide artirdigi ve ayrica zebra baligi embriyolarinda fotoreseptdér kaybina neden

oldugu rapor edilmistir.

Hong et al. (2002) yaptiklar1 ¢calismada, sican ndronlarinda okadaik asitin neden oldugu
noronal 6liimii 6nlemek i¢in CHX kullanimis ancak basarisiz olundugu tespit edilmistir. Her
iki dlen hiicre tipinin karsilastirilmasi iizerine, olgunlasmamis néronlar, apoptozun niikleer
pargalanma, fosfatidilserin digsallastirma ve belirgin caspase-3 aktivasyonu gibi karakteristik
ozelliklerini gdsterirken, olgun néronlar apoptozun birka¢ karakteristik 6zelligini gosterdigi

tespit edilmistir.

Le et al. (2008) yaptiklar1 bu c¢alismada zebra baliklarinda eena geninin asir1
ekspresyonu, secici olarak ERK fosforilasyonunu uyardigi ve transkripsiyon faktorii c-Fos

seviyesini arttirdigini tespit etmislerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Arastirma yeri

Aragtirma, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nde

yapilmustir.

{1
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SU URUNLERI FAKULTESI
Faculty of Fisheries

EYSEL ARASTIRMALAR BIRIMI
erimental Research Cente

Sekil 8. Arastirma Birimi
Balik materyali

Yapilan arastirmada, diigiik maliyetlerle ¢ok sayida iireme saglanmasi, bakiminin
kolaylig1, boyut olarak kii¢tikligii, dogurganliginin fazla olmasi, embriyonik gelisiminin hizli
olmast; 24 saat i¢inde tek hiicreli zigot, klasik omurgali viicut planina sahip hareketli, seffaf bir
embriyoya sahip olmasi nedeniyle zebra baligi (Danio rerio) kullanilmistir. Toksikoloji
calismalarinda siklikla tercih edilen zebra baligi Cyprinidae familyasin ait bir tiirdiir (Astell
and Sieger 2020). Zebra baligi embriyolari, c¢alismada kullanilmasi amaciyla Atatiirk

Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nden temin edilmistir.
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Sekil 9. Denemede kullanilan zebra balig1r yumurtalari
Kullanilan kimyasal

Yapilan arastirmada kullanilan kimyasal, okadaik asit (C4sHesO13) olup ticari firmadan

(Calbiochem) satin alinmistir.

Yontem
Deneme plam

Zebra balig1 larvalarinda LC 50 degeri 10 pg/ml olarak belirlenmistir (Figueroa et al.
2020). Calismamizda kullanilan dozlar ilgili literatiire gore belirlenmistir (Figueroa et al. 2020).
Her bir grupta 80 tane olacak sekilde zebra baligi embriyolari, 4 gruba ayrilmigtir. Bu
gruplardan ilk grup kontrol grubu olup, ikinci gruba 0,5 pg/ml okadaik asit, liglincii gruba 1
ng/ml okadaik asit, dordiincti gruba 2,5 pg/ml okadaik asit ilavesi 5 giin boyunca yapilmustir.
[k giinden sonra yumurtadan ¢ikan baliklar sayilip kabuklar pipetle alinmistir. Hergiin 25 ml
saf su ile tim gruplarin ortami1 5 giin boyunca yenilenmis ve hepsine 25 ml saf su eklenmistir.

Embriyolarda meydana gelen degisimler gézlemlenmistir.

Embriyo morfolojilerinin izlenmesi ve degerlendirilmesi

6. Glinde anomalik bozukluk goriilen embriyolar, metil seliiloz damlatilmis olan lamin
tizerine alinip beyaz 151k ¢ekimi yapilmistir. Cekim yapildiktan sonra embriyolarda meydana
gelen malformasyonlar degerlendirilmistir. Cikan sonuglara gore embriyolarda olusan
anomalik  bozukluklar tespit edilmistir. Viicut morfolojilerindeki anormalliklerin
belirlenmesinde, besin kesesi 6demi (YSE), perikardiyal 6dem (PE), kafa malformasyonu,

kavisli viicut ekseni (CBA), viicut malformasyonlar1 (BM) kuyruk malformasyonu, kisa kuyruk
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gibi tipik malformasyonlar okadaik asit ve kontrol gruplarinda arastirilmistir. Yumurtadan ¢ikis

orani ve malformasyon orani hesaplanmistir.

Immunfloresan boyama yontemi

Deney sonunda gruplardan rastgele 10 embriyo segilerek %4 paraformaldehit fiksatifine
birakilmistir. Fikse olan embriyolar akan ¢gesme suyunda yikandiktan sonra, dereceli alkollerde
(%70, 80, 90, 95, 100 ) 15’er dk, ksilen ile 1 saat, sicak parafinde 1 saat bekletilmistir. Daha
sonra embriyolar parafine gomiilmiistiir. Parafin bloklardan 3 um'lik kesitler rotarymikrotom
(Leica RM 2255, Wetzlar, Almanya) kullanilarak polilizinli lamlara alinmistir. Polilizinli
lamlara alinan doku ornekleri deparafinizasyon i¢in 57°C 1 saat bekletilmis ve daha sonra,
ksilol ve alkol soliisyonlarinda deparafinizasyon agamasi tamamlanan kesitler distile suya
alinarak rehidre edilmistir. Kesitler bir antijen retrieval ¢ozeltisine (Citratbuffer, pH6.0) alinmig
ve antijenlerin agiga ¢ikmasi i¢in mikrodalgada 10 dk kaynatilmistir. Spesifik olmayan
baglanmay1 6nlemek igin dokularin tizerine protein blok damlatilmistir. Kesitlere 8-OHdG,
caspase3, NF-Kb, ERK1/2, TLR4 ve c-Fos primer antikorlar1 uygulanarak ve 37°C'de 1 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra sekonder olarak anti-mouselgG H&L damlatilarak karanlik
ortamda 1 saat bekletilmistir. Kesitler DAPI'li FluoroshieldMountingMedium ile kapatilarak
floresan mikroskopta (ZeissScope Al) incelenmistir. Her grupta yer alan embriyolarda goriilen

immiinopozitiflikler yar1 kantitatif olarak skorlanmistir (O=yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=yogun).

istatistiksel analiz

Immunofloresans boyama yontemi sonucu elde edilen immunpozitifliklere ait verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde IBM SPSS 20 programi kullanilmistir. Tiim gruplar
arasindaki farkliliklar parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi ile karsilastirilmistir. Gruplar
arasindaki ikili capraz kontroller, Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel olarak
p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir. Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
Yumurtadan ¢ikis ve toplam malformasyom analizleri; her bir hayvan ve numune i¢in ii¢ kopya
halinde yapilmistir. Sonuglarin istatistiksel karsilagtirmasi, Prism yazilimi (GraphPad Software,
San Diego, CA) kullanilarak tek yonli ANOVA ve Tukey'nin post-hoc testi ile yapilmustir.
Istatistiksel olarak anlamli farkliliklar su sekilde sunulmustur: ns p>0,05 (anlamli degil);

*p<0,05 (anlaml1); **p<0,01 (¢ok anlamli); *** veya ****p<0,001 (son derece dnemli).
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ARASTIRMA BULGULARI

Morfolojik Bulgular
Gozlenen viicut bozukluklar:

Embriyolar 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asit dozlarina 5 giin maruz
birakilmistir. Uygulama sonrasi embriyolar 6. giin sonunda mikroskop altinda incelenmis ve
gozlenen morfolojik bozukluklar tespit edilmistir. Besin kesesi 6demi (YSE), perikardiyal
0dem (PE), viicut malformasyonlar1 (BM) kuyruk malformasyonu, kisa kuyruk, kafa
malformasyonu ve kavisli viicut ekseni (CBA) gibi tipik malformasyonlar okadaik asit ve
kontrol gruplarinda 28,5°C'de arastirilmistir. Yapilan inceleme sonucunda kontrol grubuna ait
goriintii Sekil 10° de verilmistir. 0,5 ve 1 pg/ml okadaik asit uygulanan grupta perikardiyal
O6dem (PE), besin kesesi 6demi (YSE) ve viicut malformasyonlar1 kuyruk malformasyonu, kisa
kuyruk ve kafa malformasyonu (BM) tespit edilmistir (Sekil 11, Sekil 12). 2,5 ug/ml okadaik
asit uygulanan grupta ise perikardiyal 6dem (PE), besin kesesi 6demi (YSE), viicut
malformasyonlar1 kuyruk malformasyonu, kisa kuyruk ve kafa malformasyonu dahil (BM) ve
kavisli viicut ekseni (CBA) gortilmistiir (Sekil 13).

e e

Sekil 11. 0,5 ug/ml okadaik asit grubuna ait bulgular. Besin kesesi 6demi (YSE), Perikardiyal

6dem (PE) ve viicut malformasyonlari, kafa malformasyonu, kuyruk malformasyonu ve kisa
kuyruk dahil (BM)
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Sekil 12. 1 pg/ml okadaik asit grubuna ait bulgular Besin kesesi 6demi (YSE), Perikardiyal
o6dem (PE) ve viicut malformasyonlari, kafa malformasyonu, kuyruk malformasyonu ve kisa
kuyruk dahil (BM)

Sekil 13. 2,5 ug/ml okadaik asit grubuna ait bulgular. Besin kesesi 6demi (YSE), Perikardiyal

0dem (PE) ve viicut malformasyonlari, kafa malformasyonu, kuyruk malformasyonu, kisa
kuyruk (BM) ve kavisli viicut ekseni dahil (CBA)

— 100-
X ~ Kontrol
g 807 — 0,5 pg/ml
2 60- 1 pg/ml
1]
E 40- 2,5 yg/ml
=
E 20+
>

0

T T T 1
24h 48h 72h 96h
Sekil 14. Yumurtadan ¢ikis oranlari

Kontrol grubu, 0,5 ug/ml ve 1 pg/ml okadaik asit uygulanan gruplarin yumurtadan ¢ikis
oranlarinda énemli bir fark goriilmemis ancak 2,5 pg/ml okadaik asit dozu uygulanan grubun

yumurtalardan ¢ikis oraninda énemli bir fark goriilmiistiir (p<0,01) (Sekil 14.).
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Sekil 15. Okadaik asit dozlarinin zebra balig1 embriyolarinda meydana getirdigi malformasyon
oranlari

Kontrol grubu, 0,5 pg/ml, okadaik asit uygulanan gruplarin malformasyon oranlarinda
onemli bir fark goriilmemistir. 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruplarin

malformasyon oranlarinda 6nemli bir fark goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 15).

Immunflresan Boyama Bulgular

Immunfloresan boyama sonuglarma gére, kontrol grubuna kiyasla 0,5 ug/ml okadaik
asit uygulanan zebra baligi embriyolarmin beyin kesitlerinde daha yiiksek kaspaz 3
ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 16, p<0,05). 1 pg/ml okadaik asit ve 2,5 pg/ml okadaik asit
uygulanan zebra balig1 embriyolarinin beyin kesitlerinde kaspaz 3 ekspresyonunun 1 pg/ml
okadaik asit uygulanan gruba gore daha 6nemli 6l¢tide arttig1 (Sekil 16, p<0,05), ancak 1 pg/ml
ile 2,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadig: belirlenmistir
(Sekil 16, p>0,05).
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Sekil 16. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra
baligi embriyolarinin beyin dokusundaki kaspaz 3 immunfloresan sonuglar1. Ok baslar1 kaspaz
3 pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek ¢ubuklari: 100 pm.

Sekil 17°de gozlemlendigi iizere, kontrol grubu zebra baligi embriyolarinin beyin
kesitlerinde hafif diizeyde 8-OHdG ekspresyonu gozlendi. 0,5 pg/ml okadaik asit uygulamasi
zebra balig1 embriyolarinin beyin kesitlerinde 8-OHdG ekspresyonunu kontrol grubuna gore
artirmistir (p<0,05). 1 pg/ml ve 2,5 ng/ml okadaik asit uygulanan zebra balig1 embriyolarinin
beyin kesitlerinde ise 0,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruba gore daha yogun bir 8-OHdG
ekspresyon artis1 belirlenmistir (p<0,05). Buna karsilik, 1 pg/ml ile 2,5 pg/ml okadaik asit

uygulanan gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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FITC DAPI Merge

Kontrol

0.5ug/mi

1 Hg/mi

2.5 ug/mi

Sekil 17. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra
balig1 embriyolarinin beyin dokusundaki 8-OHdG immunfloresan sonuglari. Ok baglar1 8-
OHJG pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek cubuklari: 100 pm.

0.5 ng/ml okadaik asit uygulanan zebra balig1 embriyolarinin beyin kesitlerinde c-Fos
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ekspresyonun hafif bir diizeyde arttig:
belirlenmistir (Sekil 18, p<0,05) Benzer sekilde, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asit uygulanan
zebra balig1 embriyolarinin beyin kesitlerinde de kontrol ve 0,5 pg/ml okadaik asit uygulanan
gruplar ile karsilastirildiginda c-fos ekspresyonunun belirgin sekilde arttig1 gézlenmistir (Sekil
18, p<0,05).
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FITC DAPI Merge

Kontrol

0.5ug/mi

1 ug/ml

2.5pg/ml

Sekil 18. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra
baligi embriyolarinin beyin dokusundaki c-fos immunfloresan sonuglari. Ok bagslar1 c-fos
pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek gubuklari: 100 um.

Okadaik asit uygulamasinin zebra baligi embriyolarmin beyin kesitlerinde NF-kB
ekspresyonu iizerine etkisi degerlendirildiginde, 0,5 pg/ml okadaik asit uygulamasinin Sekil
19'da gosterildigi gibi, kontrol grubuna kiyasla NF-kB ekspesyonunu hafif diizeyde artirdigi
gozlenmistir (p<0,05). 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra baligi
embriyolarinin beyin kesitlerinde NF-kB ekspresyonunun kontrol ve 0,5 pg/ml okadaik asit

uygulanan gruplara gére yogun olarak arttig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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FITC DAPI Merge

Kontrol

0.5 ug/mi

1ug/mi .

2.5ug/mi

Sekil 19. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 png/ml ve 2,5 ng/ml okadaik asite maruz kalan zebra
balig1 embriyolarinin beyin dokusundaki NF-kB immunfloresan sonuglari. Ok baslar1 NF-kB
pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek gubuklari: 100 um.

Sekil 20°de gortildiigii gibi, kontrol grubu zebra balig1 embriyolariin beyin kesitlerinde
hafif siddette TLR 4 ekspresyonu saptandi. Beyin doku oOrneklerine uygulanan 0,5 pg/ml
okadaik asit’ in TLR 4 ekspresyonunu kontrol grubuna gore artirdigi (p<0,05), yine 1 pg/ml ve
2,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruplarda 0,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruba gére TLR
4 ekspresyonun daha siddetli oldugu belirlenmistir (p<0,05). 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asit
uygulanan beyin orneklerinde TLR 4 ekspresyonlarinin doza bagli olarak anlamli bir sekilde

arttig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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FITC DAPI Merge

Kontrol

0.5ug/mI

1pg/mi

2.51g/ml

Sekil 20. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra
balig1 embriyolarinin beyin dokusundaki TLR 4 immunfloresan sonuglari. Ok baglar1 TLR 4
pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek gubuklari: 100 um.

Zebra baligi embriyolarinin kontrol grubu beyin dokusunda hafif diizeyde ERK 1/2
ekspresyonlar1 gézlenmistir. 0,5 pg/ml okadaik asit uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna
kiyasla beyin dokularinda ERK 1/2 ekspresyonunun anlamli diizeyde artti§i saptanmistir
(p<0,05). Yine 1 pg/ml ve 2,5 ng/ml okadaik asit uygulamalarinin 0,5 pg/ml okadaik asit
uygulamasina gore beyin dokularinda daha siddetli diizeyde ERK 1/2 ekspresyonu olusturdugu
gozlenmistir (p<0,05). Ayrica, 1 pg/ml ve 2,5 ng/ml okadaik asit uygulamalarinda doza bagh
olarak ERK 1/2 ekspresyonunu anlamh diizeyde arttig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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FITC

Kontrol

0.5ug/mi

1pg/mi

2.5ug/mi

Sekil 21. Kontrol grubu ve 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml okadaik asite maruz kalan zebra
balig1 embriyolarinin beyin dokusundaki ERK1/2 immunfloresan sonuglari. Ok baslart ERK1/2

DAPI

Merge

pozitif sinir hiicrelerini temsil etmektedir. Olgek gubuklari: 100 um.

Tablo 3. 8-OHdG, Kazpaz 3, c-FOS, NF-kB, TLR4 ve ERK Y% Ekspresyonlarinin Gruplar Arasi

Karsilastirilmasi
Gruplar/ 2-0HAG Kazpas 3 c-FO3 NF-KB TLE4 ERK 12
Antilorlar
Kontrol 1000140 0302015 0100100 0200130 0000000 01020100
05 pg'ml  1.80=0.240 1.10=+0.10" 110010 090017 0800200 1.10=0.10°
1 pg/ml 2.70£0.21¢ 270021 2.00=0.14 2.700.21¢ 2,000,200 2.00+0.14¢
25pg/ml 280013+ 280013 2700210 270015 2900104 2.70021¢

Farkli harfler (g, b, c, d) gruplar aras1 farkliliklan g&sterir.
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TARTISMA VE SONUC

Bazi fitoplankton tiirleri tarafindan olusturulan alg patlamalari, su iiriinleri yetistiriciligi
ve balikeilik endiistrileri tizerinde halk saglig i¢in risk olusturabilecek etkilerle, suda yasayan
organizmalar1 ve su kalitesini etkileyebilecek toksinler iiretebilmekte veya ¢evresel kosullart
degistirebilmektedir (Zerrifi et al. 2018). Pek ¢ok zararl alg patlamasi (HAB) tiirii dahil olmak
tizere birgcok fitoplankton tiirli, bentik dinlenme asamalarinin olusumu yoluyla ¢iceklenmeler

arasinda uzun siireler boyunca hayatta kalmaktadir (Brosnahan et al. 2020).

Cigeklenme donemsel ve degiskendir, ¢ok cesitli tiirlerde belgelenen deniz yasaminin
iligkili 6liimleri ve deniz balik¢ilig1 tizerindeki olumsuz etkileri bulunmaktadir. Okadaik asitler
bu ¢i¢eklenmeler sonucunda potansiyel olarak ortaya ¢ikan tehditlerdir ( Danil et al 2021).
Deniz polieter okadaik asit, basta Dynophysis ve Prorocentrum cinsi olmak iizere gesitli
dinoflagellat tiirleri tarafindan tiretilen ve insan sagligi, ekonomi ve bilim iizerinde ¢arpici bir
etkiye sahip olan bir fitotoksindir. Bunun baslica nedeni, okadaik asitin yumusakgalar ve ¢esitli
baliklar tarafindan tiiketilmesi ve bu canlilarin insanlar tarafindan tiiketilerek diareyik kabuklu

zehirlenmesine neden olmasidir (Costas et al. 2022).

Arastirmalara gore, ksenobiyotiklere maruz kalan su hayvanlarinin, prooksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengesizlik olarak tanimlanan ve enzimatik antioksidanlarda ¢ok
cesitli degisikliklere, biyolojik bozukluklara ve farkli dokularda lezyonlara neden oldugu
gozlemlenmektedir (Souid et al. 2018). Dogal yollarla olusan zehirli madde ve kimyasallar
baliklar ve diger sucul organizmalar iizerinde toksik etki yaratarak olumsuz etkilere sebep
olurlar. Kimyasallar, suyun ¢6zme ve tagima 6zelliginden dolay1 hizli bir sekilde besin zincirine
girerek besin zincirinin en st kisminda yer alan ve kimyasallara maruz kalan organizmalari
tilketen insanlarin saghigimi olumsuz etkilemektedirler (Ayas vd 2009). Toksik maddelerin
olumsuz etkilerinin hedef alinmayan canlilarda belirlenmesi, bu tiriinlerin kullanim kosullar1 ve
dozlar1 hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Ayrica bu tiir galismalarin model organizmalar
izerinde yapilmasiyla, s6z konusu maruziyetin insanlarda olmasi durumunda gozlenebilecek

etkilerin tahmin edilebilmesi noktasinda daha tatmin edici veriler elde edilebilmektedir.

Canlilarin  viicuda aldig1 kimyasallar c¢esitli toksikolojik etkiler meydana
getirebilmektedirler. Kimyasalin 6zelligi ve dozu toksisitenin belirlenmesinde onem teskil
etmektedir. Dozdaki artan miktara bagli olarak toksisitede de artiglar g6zlemlenebilmektedir.

Diisiik dozlu kimyasala belirli bir siire boyunca maruz kalan canlilardaki etkisi olumsuz olarak
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seyredilmektedir. Toksik maddelerin sebep oldugu etkilerin, model organizmalar ile
incelenmesi, meydana gelen olumsuz neticelerin insanlar iizerindeki etkisinin tahmin edilmesi
hususunda avantajlar saglamaktadir. Okadaik asit, toksikolojik olarak hizli ve siirekli bir sekilde
ilerleleme saglamaktadir. Bu sebeple, okadaik asitin uygulamasindan sonra zebra balig
beynindeki apoptotik hiicrelerin sayisinda artis meydana gelmektedir. Okadaik asitin sebebiyet
verdigi beyin hasarinin gézlemlenmesi igin, zebra balig1 olduk¢a uygun bir model organizmadir
(Koehler and Williams 2018). Okadaik asitin en iyi karakterize edilen toksik etkilerden biri,
hiicre yapisinin bozulmasidir (Tchivelekete et al., 2022). Yapilan literatiir taramasinda okadaik
asitin zebra baliklar tizerindeki toksik etkilerini gosteren pek ¢ok ¢alisma vardir (Zhang et al.,
2014; Nada and Shah, 2016; Thawkar et al., 2021; Figueroa et al., 2020). Okadaik asit néronal
hiicreler, 16semik hiicreler ve bagirsak hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinde apoptozu veya
biiylime inhibisyonunu indiiklemektedir. Bu toksinin neden oldugu hiicresel tepkilerde yer alan
molekiiler mekanizmalar ve bilesenler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Valdiglesias et al.
2010). Cok sayida calisma, okadaik asitin zebra baliklarinda, farkli hiicre dizileri i¢in sitotoksik,
karsinojenik, embriyotoksik, norotoksik, mutajenik ve genotoksik etkileri oldugunu
gostermektedir. (Zhang et al. 2014). Okadaik asitin, zebra baligi beyni {izerinde etkisini
gosteren smirh sayida g¢alisma olmakla birlikte, etkisi tam olarak bilinememektedir. Zebra
baliginda okadaik asit kaynakli norotoksisitede NF-Kb, TLR4, ERK1/2, 80OHdG, Kaspaz 3 ve

c-Fos sinyal yollarinin iizerinde yapilan ¢alismalar sinirlidir.

Bu ¢aligsmada, okadaik asitin fosfataz inhibisyonu disindaki potansiyel mekanizmalari
hakkinda ipuclar1 saglamak icin okadaik asitin neden oldugu malformasyon ve immunfloresan
degisiklikler zebra baliginda degerlendirildi. EK olarak, okadaik asit toksinin deniz ortami
tizerindeki etkilerini gosteren c¢ok az sayida calisma bulunmasi ve deniz organizmalari
tizerindeki molekiiler etkilerinin tam olarak anlasilamadigi goz oniine alindiginda; yapilan

aragtirmanin ehemmiyeti artmaktadir.

Yiirlitmiis oldugumuz bu ¢alismada kuyruk sekil bozuklugu, omur sekil bozuklugu,
viicudun herhangi bolgesinde meydana gelen 6dem bulgular1 aranarak kaydedilmistir. Elde
edilen sonuglara gore artan okadaik asit konsantrasyonuna paralel olarak gézlenen morfolojik
bulgularin sayisi da artmistir. Yapilan inceleme sonucunda 0.25 ve 1 pg/ml okadaik asit
uygulanan grupta besin kesesi 6demi (YSE), perikardiyal 6dem (PE) ve wviicut
malformasyonlari kuyruk malformasyonu, kafa malformasyonu (BM) ve kisa kuyruk tespit
edilmistir. 2,5 ng/ml okadaik asit uygulanan grupta ise besin kesesi 6demi (YSE), perikardiyal
6dem (PE), viicut malformasyonlar1 kuyruk malformasyonu, kisa kuyruk ve kafa

malformasyonu dahil (BM) ve kavisli viicut ekseni (CBA) tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
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literatiirlerde yapilan benzer ¢alismalarla ortiismektedir. Okadaik asit maruziyeti mortaliteyi
artirmakta, yumurtadan ¢ikis oranini, kalp atig hizini diisiirmekte ve morfolojik anormalliklere
neden oldugu gozlemlenmektedir. Okadaik asite maruz kalmanin ayrica, antioksidan genlerin
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve iltihaplanmay1 6nemli 6l¢lide artirdig1 ve ayrica zebra

balig1 embriyolarinda fotoreseptor kaybina neden oldugu tespit edilmistir (Tchivelekete et al.
2022).

Okadaik asitin norotoksisiteye, ndrodejenerasyona ve oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir (Kamat et al., 2013). Okadaik asitin inflamasyonu artirdig1 rapor edilmistir
(Tchivelekete et al., 2022). NF-Kb, bir¢ok hiicrenin hayatta kalmasi ve o6liimii arasindaki
dengeyi belirleyen bir dizi genetik yanit1 transkripsiyonel olarak diizenlemektedir (Bilici ve
Uguz 2022). Okadaik asit farkli hiicre tiplerinde niikleer faktor kappa B'yi (NF-Kb) aktive
edebilmektedir. Bu aktivasyon sonrasinda, proinflamatuar sitokinler yiiksek seviyelere
ulagmaktadir ve bu sebeple NF-Kb inflamasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (Wuerger et al.
2023). Kronik inflamasyonda 6nemli rolleri olan NF-Kb néronal gelisim, beyin yaralanmasi ve
norodejeneratif hastaliklarda aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir (You et al., 2013; Espin-
Palazon and Traver, 2016; Gupta et al., 2010; Shih et al., 2015). NF-Kb aktivasyonu oksidatif
stres ve toksisite gibi durumlara karsi noronlari korumaktadir (Mattson, 2005; Sarnico et al.,
2009). Literatlir taramalarini inceledigimizde okadaik asitin zebra baligi beyninde NF-Kb
aktivasyonunu gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda okadaik asitin
dozlara bagh olarak zebra baligi embriyolarinin beyin dokularinda NF-Kb immunfloresan
pozitifligine sebep oldugu tespit edilmistir. Benzer bulgular Tchivelekete (2013) arkadaslari
tarafindan okadaik asitin zebra balig1 ve insan retina hiicreleri lizerine etkisini gdsteren
caligmada rapor edilmistir. Dolayisiyla bulgularimiz okadaik asitin NF-Kb aktivasyonunda
artisa sebep olarak beyin dokularinda inflamasyona sebep olabilecegini desteklemektedir. Bu
durum okadaik asitin neden oldugu norotoksitede NF-Kb yolaginin énemli bir yer tuttugunu
gostermektedir. Insan hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada okadaik asit NF-Kb yi aktive
ederek apoptosize sebep oldugu bildirilmistir (Ozaki et al., 2006). Pek ¢ok hiicrede apoptosis
potansiyeline sahip olan okadaik asit farkli yolaklar {izerinden apoptosize sebep olur (Ferron et
al. 2014). Literatiirde yer alan verilere gore, okadaik asitin, NF-Kb disinda kaspaz 3 yolunu
icerdigi goriilmektedir (Chen 2011).

Literatiirde yer alan bu c¢alismada, kaspaz 3 gibi apoptozu incelemek igin Ozel
metodolojilerin kullanilmaszyla, okadaik asitin apoptozu indiikledigi
dogrulanmaktadir. Apoptoz oranindaki artislar, kaspaz 3'teki artislarin eslik ettigi S9 fraksiyonu

yoklugunda tedavi edilen tiim hiicrelerde elde edilmektedir. Bu artiglarin, okadaik asit
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tarafindan indiiklenen apoptozun kaspaz 3'e bagli bir siire¢ oldugunu distindiirmektedir
(Valdiglesias et al. 2011). Yapilan bir baska ¢alismada si¢an beyninde, okadaik asitin kaspaz 3
ekspresyonunda artisa sebep olarak apoptotik hiicre o6liimiine sebep oldugu bulunmustur
(Kamat et al., 2011). Yaptigimiz ¢alismada, okadaik asitin dozlara bagli olarak zebra baligi
embriyolarinin beyin dokularinda kaspaz 3 immunfloresan pozitifligine sebep oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢larimiz, okadaik asitin NF-kB ve kaspaz 3 aktivasyonlarinda artisa sebep
olmasi literatiirde yapilan ¢alismalar1 desteklemektedir (Ozaki et al., 2006). Dolayisiyla,
sonuglarimiz okadaik asitin NF-kB yolagi {izerinden kaspaz 3 aktivasyonunu artirarak
apoptosize sebep olabilecegini ve bu durumun okadaik asitin neden oldugu noérotoksisitede

apoptotik yolun dahil oldugunu gostermektedir.

TLR4, NF-kB yi aktive ederek inflamasyon cevaplarini baglatan 6nemli bir molekiildiir
(Huang et al., 2018; Zhu et al., 2021). Yaptigimiz literatiir taramalari neticesinde okadaik asitin
zebra baligi beyninde TLR4 aktivasyonunu gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Caligmamizda, okadaik asitin zebra balig1 embriyo beyinlerinde doza bagli olarak TLR4 {in
immunfloresan pozitifliginde artiga neden oldugu tespit edilmistir. Okadaik asitin inflamasyonu
artirdigi bilinmektedir (Tchivelekete et al. 2022). Dolayisiyla, sonuglarimiz okadaik asitin
TLR4 ve NF-kB yolaklar iizerinden inflamasyona sebep olabilecegini gostermektedir. Diger
taraftan, TLR4 iin Okaryotik hiicrelerde apoptosizi aktive edebilecegi rapor edilmistir
(Aliprantis et al., 2000). TLR4 sinyal yolu, inflamasyon faktorlerin transkripsiyonunu aktive
ederek apoptosizi baslatmak i¢in apoptozla iligkili proteinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir
(Wang et al., 2016). TLR4'in noéronal apoptoza dahil olmasi ile ilgili iki agiklama rapor
edilmistir. Birincisi, TLR4, Akt/FoxO3a/Bim sinyal yolu araciligiyla néronal apoptozda yer
alabilir (Xu et al., 2014). Ikincisi, TLR4, kaspaz-3'iin ndronal apoptoza ve sinir hasarma dahil
olmasina aracilik edebilir (Ryan et al., 2004). Baska bir ¢alismada TLR4 {in hem ekstrinsik hem
de intrinsik apoptotik sinyal yollarint baglattigi bildirilmistir (Liu et al., 2017). Hanafy (2013)
TLR4 iin TRIF'e bagli sinyal yolu {izerinden néronal apoptosize sebep oldugunu rapor etmistir.
Dolayisiyla, okadaik asitin NF-Kb ve kazpaz 3 aktivasyonu iizerinden apoptosize neden oldugu

diistintildiiginde TLR4 iinde apoptosize yol agan sinyal yollarina katildig1 gortilmektedir.

Noronal beyin aktivitesini tespit etmek icin bir marker olarak kullanilan c-Fos pek ¢ok
stres fatoriine bagli olarak artan bir transkripsiyon faktoriidiir (Topal et al., 2021). Norotoksin
ve kirletici gibi pek ¢ok kimyasalin c-Fos aktivasyonunda artisina sebep oldugu tespit edilmistir
(Salierno et al. 2006; Varani et al. 2014). c-Fos ayrica inflamasyon cevaplarini diizenler ve
apoptosiz, gen transkripsiyonu gibi siireglerle ilgili mekanik stres altinda ekprese olabilir (Zhou

et al. 2022). Calismamizda, okadaik asitin zebra balig1 embriyo beyinlerinde doza bagli olarak
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c-Fos un immunfloresan pozitifliginde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla,

okadaik asit c-Fos yolagi lizerinden inflamasyon ve apoptosize sebep olabilir.

Beyinde hiicre farklilasmasi ve hiicre biiyiimesi gibi 6nemli rolleri olan diger bir
molekiil ERK % dir. (Lu et al. 2013). ERK '2 yolagi inflamasyondaki degisikliklerin
diizenlenmesinde gerekli bir yoldur (Sun and Nan, 2017). Calismamizda, okadaik asitin zebra
baligi embriyo beyinlerinde doza bagli olarak ERK Y5 nin immunfloresan pozitifliginde artisa
neden oldugu tespit edilmistir. ERK1/2 mikroglia aktivasyonunu tesvik ederek inflamasyona
ve apoptoza yol agar ve in vivo inflamatuar yanitlar1 artirir (Lv et al., 2015; Kim et al., 2019).
Ayrica, ERK 2 inflamasyon cevaplarinda NF-kB nin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi
rapor edilmistir (Vuong et al., 2015). Okadaik asit, ERK1/2 sinyal yolu, oksidatif stres ve
enflamasyon iizerinde de onemli etkiler gostermektedir (Hong et al. 2019). Ayrica farkli
hiicrelerarasi uyaranlarin, yiizey reseptorleri sayesinde ERK1/2 yolunun aktivasyonunun, c-Fos
fosforilasyonu ve transkripsiyonel aktivasyonunda artislara neden oldugu goriilmiistiir (Gilley
et al. 2009). ERK !5 c-Fos sinyal yollarinin patolojik ve fizyolojik siiregler boyunca gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rolleri bulundugu goriilmektedir (Lu et al. 2013).
Sonuglarimiz, okadaik asitin c-Fos ve ERK Y2 aktivasyonlarinda artisa sebep olmasi literatiirde
yapilan ¢aligmalar1 desteklemekle birlikte, okadaik asitin c-Fos ve ERK ' yolag iizerinden

norotoksisiteye sebep olabilecegini gostermektedir.

Okadaik asitin suda yasayan hayvanlarda DNA hasarina neden oldugu ve oksidatif
strese yol agtig1 bildirilmistir (Chi et al., 2016; Souid et al., 2018). Okadaik asitin neden oldugu
oksidatif stres DNA hasarina yol agmaktadir (Traore et al. 2000). Calismamizda, okadaik asitin
zebra balig1 embriyo beyinlerinde doza bagh olarak 8-OHdG’nin immunfloresan pozitifliginde
artisa neden oldugu tespit edilmistir. Okadaik asitin neden oldugu 8 OHdG artisinin oksidatif
hasara bir yanit oldugu acgiktir. Okadaik asit memeli hiicrelerinde 8-OHdG artisina neden
oldugu bildirilmistir (Fessard et al. 1996). 8-OHdG hiicrelerde apoptoza neden olabilmekte ve
kimyasallara maruz kalan hiicrelerde apoptoz ile DNA hasar1 dokulardan uzaklastirilmaktadir.
Bu nedenle OA, 8-OHdG'de artisa neden olarak DNA hasarina ve apoptozise neden olur (Topal
et al. 2017).

Sonug olarak bu ¢aligma ile zebra balig1 beynindeki okadaik asitin etki mekanizmasina
aracilik eden sinyal iletim yollarini anlayarak, okadaik asit toksisitesinin patofizyolojisinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalari arastirilmistir. Yapilan ¢alisma neticesinde; okadaik asit
doza bagimli olarak NfKB, TLR-4, kaspaz 3, ERK ', c-Fos ve 8-OHdG nin immunpozitifligine
sebep oldugu tespit edilmistir. Okadaik asit, TLR4, NF-Kb, kaspaz 3, ERK Y ve c-Fos sinyal

yolaklarin1 aktive ederek inflamasyon ve apoptoza neden olarak noronal hasara yol agar ve
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ayrica 8-OHdG artisina yol acarak DNA hasarina neden olur. Bu sinyal yollarindaki artis,
okadaik asitin beyin sinir hiicrelerinin yapisinda ve islevinde hasara neden olabilecegini
gostermektedir. Sonuglarimiz, okadaik asitin noral hasarmin kapsamli degerlendirmesi i¢in
yeni bir temel saglar ve okadaik asit toksisitesinin patofizyolojisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar1 daha iyi anlamamizi saglar. Yaptigimiz ¢alisma ile okadaik asit biyotoksininin
bulastig1 kabuklu deniz iirlinlerinin tiiketimi sonucunda, insan viicudunda ¢esitli degisikliklerin

meydana gelebilecegi ongoriilmiistiir.
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