. T.C.

Y 2\ KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

ACI KAVUN (ECBALLIUM ELATERIUM L.1758)’UN
SAZAN (CYPRINUS CARPIO L.1758) BALIKLARI
UZERINDEKI MIKRONUKLEUS VE KAN HUCRE
MORFOLOJILERINE ETKILERI

Emin SEYFI

YUKSEK LiSANS TEZi

KIRSEHIR /2018



. T.C.

Y 2\ KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

ACI KAVUN (ECBALLIUM ELATERIUM L.1758)’UN
SAZAN (CYPRINUS CARPIO L.1758) BALIKLARI
UZERINDEKI MIKRONUKLEUS VE KAN HUCRE
MORFOLOJILERINE ETKILERI

Emin SEYFIi

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Muhammet GAFFAROGLU

KIRSEHIR /2018



“Act Kavun (Ecballium elaterium 1.)’un Sazan (Cyprinus carpio 1.1758) Baliklari
Uzerindeki Mikroniikleus ve Kan Hiicre Morfolojilerine Etkileri” adli bu g¢aligma,
19/11/2018 tarihinde agagidaki juri tarafindan Biyoloji Anabilim Dal1, Genetik Programinda

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmigtir.

Tez Jiirisi

Prof. Dr. Muhammet GAFFAROGLU (Danigsman)
Kirsehir Ahi Evran Universitesi

Fen Edebiyat Fakultesi

/a4

Dr. Ogr. Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Sevgi UNAL
Muradiye KARASU AYATA Bartin Universitesi
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Fen Fakiiltesi

Saglik Yiksek Okulu

9
/Uubm P (g \/\/\/k/( o



TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Bu c¢alisma Kirsehir Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi biriminin

FEF.A4.18.010 numarali projesi ile desteklenmistir.

EMIN SEYFi



ONSOZ

Aragtirmalarimi yonetip yonlendiren ve her tiirlii yardimlarini esirgemeyen danigsmanim
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim Baskani Sayin Prof.
Dr. Muhammet GAFFAROGLU na tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim. Ayrica tezimin
planlama ve yazim asamasinda onerileri ile katkida bulunan Dr. Ogr. Uyesi Muradiye

KARASU AYATA’ya ve Dr. Ogr. Uyesi Sevgi UNAL’a tesekkiir ederim.

Beni her zaman destekleyip tez ¢caligmamda kendime olan giivenimi artirmamda yardimci

olan sevgili arkadaslarim Enver Oguz KARACA ve Yasemin DEMIR’e

Arazi ¢calismalarimda yardime1 olan kardesim Emre SEYFI’ye ve bugiine kadar her konuda
maddi ve manevi destegi hicbir zaman eksik etmeyen AILEM’e sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Kasim, 2018 Emin SEYFI



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ iii
ICINDEKILER iv
RESIM LISTESI vi
SEKIL LISTESI vii
TABLO LISTESI viii
GRAFIK LISTESI iX
SIMGE VE KISALTMA LISTESI X
OZET Xi
ABSTRACT xiii
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI 3
2.1. Arastirma Konusu Familya ve Tiirlere Ait Genel Bilgiler 3
2.1.1. Cucurbitaceae (Kabakgiller) Familyasina Ait Genel Bilgiler 3
2.1.1.1. Cyprinidae Familyasina Ait Genel Bilgiler 4
2.1.2. Aragtirma Konusu Tiirlere Ait Genel Bilgiler 4

2.2. Kan Dokusu 5
2.2.1. Kan Hiicreleri 7
2.2.2. Kan Hiicre Anormallikleri 8

2.3. Mikronukleus Testi 8
2.3.1. In vivo Mikronikleus Testi 11
2.3.2. In vitro Mikronukleus Testi 12

2.4. Literatiir Ozeti 13
3.MATERYAL VE METOD 20
3.1.Materyal 20
3.1.1. Ecballium elaterium L. (Aci kavun) 20




3.1.2. Cyprinus carpio L. 1758 (Sazan Balig1)

3.2. Metot

3.2.1. Giemsa Boyasinin Hazirlanmasi

3.2.2. E. elaterium Meyve Ozsuyunun Cikarilmasi

3.2.3. Baliklara E. elaterium Ozsuyu Uygulama

3.2.4. Baliklardan Kan Alma Islemi ve Preparat Hazirlama

3.2.5. Mikroniikleus Testinin Uygulanmasi

3.2.6. Kan Hiicrelerinin Incelenmesi

3.2.7. Verilerin Istatistiksel Analizi

4. BULGULAR

4.1. Kan Hiicrelerinin Incelenmesi

4.1.1. Eritrosit Nukleus Anormallikleri

4.1.2. Eritrosit Sitoplazma Anormallikleri

4.1.3. Eritrosit Niikleus Hacimlerinin Olgtilmesi

5. TARTISMA VE SONUC

6. ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1. Etik Kurul Onay1

Ek 2. Orman ve Su isleri Bakanhg izin Yazisi

Ek 3. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhg izin Yazisi

Ek 4. Bildiri Ozeti

OZGECMIS

21

22
22
22
22
23
24
24
25

26

26
26
30
34

37

41

43

50

50

52

53

54

56



RESIM LIiSTESI

Sayfa No
Resim 3.1. E. elaterium meyveleri toplanan iller............cccooveieiieii e 20
Resim 3.2. E. elaterium bitkisinin toplandigi araziden goriniim. ............ccccccevvrererennnnn. 21
Resim 3.3. Araziden toplanan E. elaterium bitkisinin olgun meyveleri...........cc.ccooceeeee. 21

Resim 4.1. C. carpio’ya ait eritrositlerde tespit edilen niikleus anormallik tirleri: Normal
eritrosit (a), Centikli nikleus (b), Mikronlkleus (c), Loblu nukleus (d), Binukleat (e),
TOMUICUKIU NUKIEUS (F) ...t 27
Resim 4.2. C. carpio’ya ait eritrositlerde tespit edilen sitoplazma anormallik turleri: Sferosit
(@), Hipokromi (B), EHPLOSIT (C).....eevereeriiiieiiiesie et 31

Vi



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 2.1. MN olusum semasi (Sekeroglu, 2011).....ccceviiiiiiiiiiiiieiie e 9
Sekil 2.2. Sitokinezi bloklanmis hiicrede bulunan mikroniikleus (Sekeroglu, 2011). ........ 10
Sekil 3.1. Deney bilesenlerinin uygulama zamanlari............ccccoveviiiiiininicnece 23
Sekil 3.2. C. carpio’nun eritrosit ve eritrosit niikleus alanlarinin dlgimii.............cccvene.e. 25

Vil



TABLO LIiSTESI

Sayfa No
Tablo 2.1. Cucurbitaceae familyasina ait Tirkiye’de yetisen tirler. ...........ccevvvveiveriniennne. 3
Tablo 3.1. Deney ve kontrol grubuna ait Bilgiler............cooiiiii s 22

Tablo 4.1. Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayilari, (MN:
Mikronikleus, LB: Loblu nikleus, BL: Tomurcuklu nikleus, NT: Centikli niikleus, BN:
o [0 QL ) SRS 28
Tablo 4.2. Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayis1 %o degerleri, (MN:
Mikronukleus, LB: Loblu Nukleus, BL: Tomurcuklu niikleus, NT: Centikli ntikleus, BN:
o [0 QL SR 28
Tablo 4.3. Eritrositlerde tespit edilen niikleus anormallikleri sayilarinin anlamlilik bilgileri,

(MN: Mikronukleus, LB: Loblu nlkleus, BL: Tomurcuklu ntkleus, NT: Centikli niikleus,

BN BINUKIEAL) . ...ttt nb et ns 29
Tablo 4.4. Eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen anormallik sayilari..................... 31

Tablo 4.5. Eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen anormalliklerin sayilarinin %o
4 [S1053 (S o TP E TP O UPPTPPROTRTPR 32
Tablo 4.6. Eritrositlerde tespit edilen sitoplazma anormalliklerinin frekans degerlerinin
ANlaAMIIK DIGIIETT ..veiiiiiiiiic e 33
Tablo 4.7. Ug farkli E. elaterium ézsuyu derisiminin C. carpio’nun eritrosit alan1 (um?)
UZEIINE BTKIST ..ot 34
Tablo 4.8. Farkli E. elaterium 6zsuyu derisiminim C. carpio’nun eritrosit alam (um?)

tizerine etkisinin Karsilastirtlmasi. .........ccovveiiiiiiee i 35

viii



GRAFIK LISTESI

Sayfa No

Grafik 4.1. Eritrosit niikleuslarinda meydana gelen anormallik ortalama degerleri, (MN:

Mikronukleus, LB: Loblu nukleus, BL: Tomurcuklu niikleus, NT: Centikli nlikleus, BN:

BINUKIEAL) ... ettt b e b et e et e b e nbenreenns 29
Grafik 4.2. Eritrosit sitoplazmasinda meydana gelen anormallik ortalama degerleri......... 32
Grafik 4.3. Ortalama sitoplazma hacmi de@iSimi.........cceevveiieeireresiiereere e 35



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler Aciklama

gr Gram

ml Milimetre

mm? Milimetrekdip

pm Mikrometre

pl Mikrolitre

% Yuzde

%0 Binde

°C Santigrat derece

Kg Kilogram

Cm Santimetre

m Metre

Kisaltmalar Aciklama

Min-max Minimum ve maksimum
M.S. Milattan sonra

MN Mikronikleus

LB Loblu nikleus

BL Tomurcuklu niikleus
NT Centikli nukleus

Cyt-B Sitokalasin B

ppm Parts Per Million (Milyonda Bir)
MMC Mitomisin-C

KA Kromozon anormalligi
KKD Kardes kromatid degisimi



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ACI KAVUN (ECBALLIUM ELATERIUM L. 1758)’UN SAZAN
(CYPRINUS CARPIO L. 1758) BALIKLARI UZERINDEKI
MiKRONUKLEUS OLUSUMUNA VE KAN HUCRE
MORFOLOJILERINE ETKILERI

Emin SEYFI

Kirsehir Ahi Evran Universitsi
Fen Bilimleri Enstittsu

Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Muhammet GAFFAROGLU

Kasim 2018, xiv+57 sayfa

Yiizyillardir hastaliklarin tedavisinde diger tedavi segceneklerinin yani sira bitkiler ve bitkisel
ilaclardan da yararlanilmaktadir. Bu bitkilerden birisi olan ac1 kavun, ac1 kelek ve seytan
kelegi de denilen Ecballium elaterium bitkisi siniizit, egzama gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kullanildiginda tedavi edici 6zelliginin yan 1sira, insanlar tzerinde ciddi
biyolojik hasarlar da biraktig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada, ac1 kavun meyvelerinden elde
edilen Ozsuyun sazan baliklarinin hiicre morfolojilerine etkisinin olup olmadigir ve
mikroniikleus olusumuna etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Uygulama 3 doz ve 1 kontrol
grubu olmak uizere 4 grup iizerinde yapildi. Ug farkli gruba ait akvaryumlara sirasiyla 100,
200 ve 300 ppm dozlarda act kavun 6zsuyu 72 saat uygulandi. Baliklardan kan yayma
preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda taranarak kan hiicrelerinin
morfolojilerinde meydana gelen degisiklikler ve mikroniikleus olusmus eritrositler tespit
edildi. Deney grubuna ait preparatlarda yapilan taramalarda tespit edilen hiicreler ile kontrol
grubundaki hiicrelerin morfolojileri arasinda farkliliklar oldugu gézlendi. Sonug olarak aci

kavun Ozsuyunun sazan baligi kan hiicrelerinde bdlinme esnasinda mikronukleus

Xi



olusumuna neden oldugu ve kan hiicrelerinin morfolojilerinde bazi bozukluklara neden
oldugu tespit edildi. Bu veriler ile act kavun 6zsuyunun genotoksisiteye neden oldugu

diistiniilmektedir.
Kasim 2018, xiv+57 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ecballium elaterium, Cyprinus carpio, Mikrontkleus, Eritrosit

morfolojisi
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ABSTRACT

MASTER THESIS

THE MICRONUCLEUS ASSAY AND BLOOD CELL MORPHOLOGY
IN CARP (CYPRINUS CARPIO L.1758) EXPOSED TO SQURTING
CUCUMBER (ECBALLIUM ELATERIUM L.1758)

Emin SEYFI
Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Natural and Applied Science
Biology Department

Supervisor: Prof. Dr. Muhammet GAFFAROGLU

November 2018, xiv+57 pages

Plants and plant-based medications are being utilized. One of these plants, bitter melon,
Ecballium elaterium and also referred to as the bitter unripe melon and the squirting
cucumber. It is also seen that along side its therapeutic properties when used, it leaves serious
biological damage on human. This study aims to see whether the juice acquired from these
bitter melon fruits have any effect on the morphologies of the cells of carp and its effect on
micronucleus formation. It was administered in 4 groups, of which 3 were dosage groups
and 1 was a control group. The bitter melon juice was administered over the course of 72
hours in 100, 200, and 300 ppm doses to the aquariums belonging to the three different
dosage groups. Blood smear preparations were made from the fish. By scanning the prepared
preparations under a microscope, the changes that occurred in the morphologies of the blood
cells of the fish and the blood cells in which micronucleus formed were identified. In the
preparations belonging to the control group, it was seen that there were differences between
the cells identified in the scans and the morphologies of the cells in the control group. As a

result, it was determined that bitter melon juice leads to micronucleus formation during the

Xiii



division in blood cells of carp and that it leads to some disorders in the morphologies of
blood cells. With these data, it is thought that bitter melon juice causes genotoxicity.

November 2018, xiv+57 pages

Key words: Ecballium elaterium, Cyprinus carpio, Micronucleus, Erythrocyte morphology.
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1. GIRIS

Yiizyillardir bazi hastaliklarin tedavisinde modern tip tarafindan uygulanan, kanita ve
bilimsel ¢aligmalara dayali tedavi se¢eneklerinin yani sira bitkiler ve bitkisel ilaglardan da
yararlanilmaktadir. TUmor, egzama ve sinlzit gibi birgok hastaliklar iizerinde tedavi edici
0zelligi oldugu disiiniilen bitkilerin kullanildig1 yontemler M.S. 900’1 yillardan giiniimiize
kadar gelen kulturel ve geleneksel bir yontemdir. Teknolojinin ve hastaliklara bulunan tedavi
yontemlerinin giinlimiizdeki kadar gelismedigi donemlerde tedavi edici 6zelligi oldugu
diistintilen bitkilerden yapilan ilaglar ve merhemler siirekli geliserek 0lumcul olabilecek
duzeydeki hastaliklara ¢are olmuslardir. GUniimiizde bitkiler ile bazi hastaliklarin tedavisi
geleneksel tip olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel tip farmakoloji (ila¢ bilimi)’den farkli
olarak c¢alismaktadir. Farmakoloji; geleneksel tibbin kullandigi bitkilerden yola ¢ikarak
dogada mevcut olan bitkilerin ya da maddelerin icerdikleri etken maddeleri damitarak veya
onlar1 sentezleyerek ilaclar Gretmektedir. Geleneksel tip ise farmakolojinin kullandig

maddeleri iceren bitkiler dogal olarak kullanilmaktadir.

Tiirk bilim insanlarimin geleneksel tip tizerinde yaptigi bir¢ok calisma bulunmaktadir.
Yapilan bu calismalar M.S. 900’lii yillara dayanmaktadir. ibn-i STna (930-1037) ve El-

A Ay

Birdni’nin (973-1051) tip ve eczacilik iizerine yaptiklart gesitli ¢aligmalar mevcuttur. Bu
calismalardan Ibn-i Stnd’ya ait olan “Kiigiik Tip Kanunu” adli eser bitkisel ilaclar ve bu

ilaclar ile yapilan tedavi yontemlerinden bahsetmektedir (Keskinbora, 2013).

Son doénemlerde insanlarin beslenme aligkanliklarinin ve ortam sartlarinin degismesi
sonucunda ortaya ¢ikan hastaliklar ve bu hastaliklara ilaglarin yetersiz kalmasi insanlarin
geleneksel tibba olan ilgisinin artmasina neden olmustur. Tibbin gelismedigi donemlerde,
Turkiye’de tedavi amacghi kullanilan bitkileri ve bu bitkilerin kullanim yontemleri

“Turkiye’de Bitkiler ile Tedavi” adli eserde ayrintili olarak anlatilmistir (Baytop, 1982).

Son iki bin yildir bilinen, timoér, cilt lekeleri, egzama ve sinlzit gibi bir¢cok hastaliga karsi
meyve, kok ve yapraklarindan yararlanilan bitkilerden bir tanesi Ecballium elaterium
bitkisidir. E. elaterium bitkisi halk arasinda ac1 kavun, ac1 kelek, cirtlayan, esek hiyari olarak

da isimlendirilmektedir.



E. elaterium bitkisi Cucurbitaceae familyasinin bir tiyesi olup otsu bir bitkidir (Ekici, 1998).
E. elaterium, Avrupa’nin giineyinde bulunan Ulkelerde ve iilkemizin g¢ogu yerinde
yetismekte olup en ¢ok Akdeniz bolgesinde yetismektedir (Gullt, 2016). Plinius adl tinlii
bir kitap yazari E. elaterium bitkisinin “doganin sahip oldugu mucizevi bitkilerden birisi”
oldugunu sdylemistir. Literatiir arastirmalarinda diinya izerinde gesitli tedavi yontemlerinde
ve bilimsel ¢alismalarda kullanildigina dair bir¢ok bilgiye de rastlamak mumkdandir (Sezik,
1997).

E. elaterium bitkisi toksik oOzellik tasidigindan uzun yillardir tibbi alanlarda
kullanilmaktadir. Kimyasal mekanizmasi tam olarak bilinmeyen E. elaterium bitkisinin
tedavi etkisinin yaninda bogaz agrisi, burun, agiz ve solunum yollarinda 6dem gibi yan
etkilerinin oldugu ve hayati olumsuz etkileyen reaksiyonlara neden oldugu da yapilan
calismalar ile belirtilmistir (Gulll, 2016). Halk tarafindan siniizit tedavisinde meyve
6zsuyunun bilingsiz kullanim sonucu insanlar tzerinde ciddi hasarlara ve élimlere neden
oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda artan vakalardan dolayr 2016 yilinda Saglik
Bakanligi’na ait 46085174 nolu genelge ile E. elaterium bitkisinin kullanim1 ve aktarlar

tarafindan satig1 yasaklanmistir (T.C. Saglik Bakanligi, 2016).

E. elaterium bitkisinin olgun meyvelerinden elde edilen 6zsuyun canlilar Gzerinde bazi
tahribatlara neden oldugu bilinmektedir (Mazokopakis, 2009). Canlilarin kan hiicrelerinde,
genellikle eritrositlerin sayilarinda ve sekillerinde meydana gelen degisiklik canli
metabolizmasini olumsuz etkilemektedir (Verhovsek, 2017). E. elaterium bitkisinin canli
Uzerindeki etkisi fare, bitkiler ve kiiltiire alinmig insan eritrositleri {izerinde denenmistir.
Yapilan galismalarda bitki 6zsuyunun hiicreler tizerindeki etkileri gézlemlenmistir (Celik,
2009; Shabbar ve Maslat, 2007). Literatiir taramalar1 sonucunda ise E. elaterium 6zsuyunun
Cyprinus carpio (sazan baliklar1)’nun kan hucrelerine etkileri izerine yapilan bir ¢aligmaya

rastlanmamustir.

Baliklarda olgun alyuvar hiicreleri ¢ekirdege sahip oldugundan E. elaterium 6zsuyunun kan
hicrelerine olan farmakolojik etkisi baliklar iizerinde test edilerek daha rahat
gozlemlenebilecektir. Bu kapsamda bu tez calismasinda akvaryumlarda E. elaterium
0zsuyuna maruz birakilan C. carpio (sazan) baliklarinda mikroniikleus olusumu ve kan

hiicre morfolojilerinde degisimin olup olmadiginin gézlemlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.  Arastirma Konusu Familya ve TUrlere Ait Genel Bilgiler

2.1.1. Cucurbitaceae (Kabakgiller) Familyasina Ait Genel Bilgiler

Kabakgiller familyasina ait tyeler genellikle bir veya iki evcikli, nadiren baz1 iiyeleri
tirmanici ve slrtiniicli otsu bitkilerdir. Yapraklar alternat, genellikle palmat veya pinnat, 5
loblu veya parcalidir. Sarmal seklindeki siiliikler genellikle yaprak sapinin iist tarafinda
bulunur. Cigekler yaprak koltuklarinda kimoz veya tek, tek eseyli, cok ender olarak erdisi,
1sinsal simetrili 6zelliklere sahiptirler. Sepaller 5, birlesiktir. Petaller 5, birlesik, ¢an ve
terskoni seklindedir. Stamenler 5, anterler U seklinde kivrilmistir. Disi gigekler 1 pistilli,
ovaryum alt durumlu, genellikle 3 karpelli, 1 lokuslu, oviller sahiptir. Meyveleri genellikle

biiyiik, kabugu yumusak ve odunsu yapilidir (Se¢men, 1992).

Sicak iklimlerde yayilis gdsteren 90 cins ve tahminen 1000 tiirii vardir. Ulkemizde 3 cins ve
8 tiirli dogal yayilis gosterir. Ayrica pek cok tiirii de kiiltiire alinmistir. Tiirleri gida maddesi
olarak kullanilan 6nemli bir familyadir. Bu familyaya ait baz turler Glkemizde gida maddesi
olarak da kullanilmaktadir (Davis, 1972; Seg¢men, 1992). Kabakgiller familyasindan

ulkemizde yetisen tirler Tablo 2-1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Cucurbitaceae familyasina ait Tiirkiye’de yetisen tirler.

Bilimsel Ad1 Tiirkce Ad1
Cucumis melo Kavun

Cucumis sativus Hiyar

Luffa cylindrica Lif kabagi
Lagenaria siceraria Su kabag1
Ecballium elaterium Act kavun
Citrullus colocynhis Ebucehil karpuzu
Citrullus lanatus Karpuz

Sechium edule Dikenli kabak




2.1.1.1. Cyprinidae Familyasina Ait Genel Bilgiler

Tiirkiye’de bulunan balik familyalari {izerinde yapilan ¢alisma ile 27 familyaya ait 92 cins
ve 371 tiir belirlenmistir. Tiirlerin yarisindan fazlasinin Cyprinidae familyasi iiyesi oldugu
tespit edilmistir (Kuru, 2014). Cyprinidae familyasinin iyelerinin Viicutlar1 genellikle
pullarla kaphdir. Cenelerinde disler yoktur. Yutak bolgesinde bulunan farinks disleri besinin
ogiitiilmesine yarar. Bu disler 1-2 veya 3 sirali olabilir. Yiizme keseleri iki odaciklidir.
Pilorik uzantilar1 (kér bagirsak) yoktur. Ureme zamam erkeklerinin bas kisimlarinda

kabarciklar olusur. Birgok tiirii ilkbaharda yumurta birakir (Kuru, 2013).

2.1.2. Arastirma Konusu Tiirlere Ait Genel Bilgiler

2.1.2.1. Ecbhallium elaterium Linnaeus, 1758

Aci1 kavun (Ecballium elaterium L.) bitkisi, Cucurbitaceae familyasinin bir tiyesi olup otsu
bir bitkidir. Bolgesel olarak; esek hiyari, cirtlayan, yabani hiyar ve aci dolek gibi isimlerle
de bilinmektedir. Halk tarafindan meyve 0zsuyu, cogunlukla siniizit tedavisinde bilingsizce
kullanilmaktadir (Baytop, 1982).

E. elaterium bitkisi; yatitk govdeye sahip, ¢ok yillik otsu bir bitki olup, gdvde ve
yapraklarinin {izeri sert tiylerle ortilidir. Ham hali koyu yesil olan ve olgunlastik¢a agik
sar1 renkli, asagi sarkik duran meyvelere sahiptir. Meyveler olgunlastik¢a igerisinde
meydana gelen basing nedeni ile meyve sapa bagli oldugu yerden koparak 6zsuyu ile beraber
tohumlarin1 disariya kuvvetle firlatmaktadir (Davis, 1972; Baytop, 1982).

E. elaterium bitkisine ait meyve ve kokler, eski Misir doneminden beri halk tarafindan
bilinen ve yaygin kullanimi olan bir bitkidir. Bitkinin halk arasinda mushil ve idrar arttirici
etkisinin oldugu bilinmektedir. Saf halde yuksek miktarlarda kullanildiginda en c¢ok
bagirsagl tahris etmekte ve kanli ishallere neden olmaktadir (Atasu, 1985). Bitkinin
kurutulan koklerinden hazirlanan lapa ve merhemler, timér ve egzama gibi cilt
hastaliklarina ve romatizma agrilarina karsi kullanilmistir. Olgun meyvelerinin sikilmasi ile
elde edilen taze 6zsuyun, buruna g¢ekilmek suretiyle siniizite kars1 kullanimi Anadolu'da

oldukca yaygindir (Davis, 1972; Baytop, 1982).



Ecballium elaterium Bitkisinin Farmakolojik Ozellikleri

E. elaterium bitkisi Cucurbitaccae familyasina 0zgii Kukurbitasin adiyla bilinen
bilesenlerden birgogunu icermektedir (Lavie, 1958; Konopa, 1966). Bu bitkiden ilk izole
edilen kukurbitasin 1831’de Marries ve Henrel (Konopa, 1966) tarafindan bulunan a-
Elaterin (Sinonim Kkukurbitasin-E) olmustur. Ilerleyen yillarda kukurbitasin tizerine artan
calismalar ile kukurbitasin E-D-1-G-H-B-L ve A olmak uzere 8 adet kukurbitasin
bulunmustur (Atasu, 1985). Yapilan c¢alismalarda bitkiye ait meyvelerden elde edilen
0zsuyun antitimoral etkisi oldugu tespit edilmistir (Konopa, 1966). Fareler tizerinde yapilan
caligmalarda bitkiye ait meyve 6zsuyunun sahip oldugu kukurbitasinlerden en fazla E ve

B’nin aktif olarak etki gosterdigi tespit edilmistir (Belkin, 1952).

2.1.2.2. Cyprinus carpio Linnaeus, 1758

Cyprinus carpio (sazan balig1) bireyleri yanlardan biraz basik, kalin ve iri pullarla ortiilii bir
viicuda, sert ve uzun sirt yiizgecine sahiplerdir. Sazan baliklar1 viicuduna oranla klgiikbasa
ve kamburumsu bir sirta sahiptir. Agiz basin ortasinda bulunmakta, keratinin bir ortlyle
kapli olan kalin ve sarkik dudaklara sahiptir. Agzin her iki yaninda, bir ¢ifti 6nde digeri
arkada olmak Uzere iki ¢ift ince kisa biyik bulunmaktadir. Ulkemizde bulunan érnekleri
icerisinde 1 metre uzunluga ve 15 kg agirliga ulagsan bireylere rastlamak miimkiindiir.
Uremeleri ilkbahar mevsiminde gergeklesir. Yetiskin olmayan bireylerde cinsiyeti
belirlemek oldukca guictir. Ureme zamam yaklasan erkek bireylerin st kafa bélgesinde
kicuk yuvarlak cikintilar olusur. Disi bireylerin karmnlart olduk¢a siskin ve gergindir. Bu
Ozellikleri ile liremeye yakin zamanlarda cinsiyeti ayirt etme olanagi vardir. Anadolu’da
genellikle ¢ok soguk olan yiiksek dag golleri haricinde birgcok golde ve bazi biiyiik nehirlerin
yavas akan derin yerlerinde bulunurlar (Geldiay ve Balik, 1996; Sarthan ve Tekelioglu,

2005).

2.2. Kan Dokusu

Baliklarda kan dokusu 1857°de Elasmobranchii (Kikirdakli balik)’de leyding organinin
bulunmasiyla birlikte anlagilmaya baglanmistir. Daha sonraki zamanlarda da kan dokusu ve
kan hiicrelerinin olusumunu anlamaya yonelik ¢calismalar 6nem kazanmistir. Bu ¢alismalar

farkli organlarda da yapilarak kan hiicreleri hakkinda bilgi sahibi olunmustur (Arnold, 2009).



Kan dokusu kardiyovaskiiler sistemde dolasan siv1 halinde bir bag dokusu ¢esididir (Timur,
2013). Diger dokularin aksine matriksi sivi olan bir dokudur. Diger dokularla irtibatli olan
bu doku canlilar igin ¢ok 6nemli olan bir fonksiyonu yerine getirir (Aktimsek, 2010). Kan
dokusu diger dokulara benzemeksizin hiicreleri sabit degildir. Kan dokusu hiicreleri devamli
olarak kan dolasimi igerisinde bir yerden digerine hareket etmektedir. Kanin sahip oldugu
en Onemli gorevi organizmanin sahip oldugu normal sartlarin devamliligini saglamaktir.
Memelilerde viicut agirhgmin %7-8’ini kan olusturur. Toplam kanin %45-65’ini plazma
kismi, %35-55’in1 ise kan hiicreleri olusturmaktadir. Baliklarda ise bu durum omurgali
hacminden daha az olup 2 - 17 ml/100 g arasinda degismektedir (Karatag, 2005). Kanda
bulunan plazmanin yapisinda erimis halde inorganik iyonlar, kan proteinleri (osmotik
basinct kontrol eden albiimin, lipitleri tasiyan lipoproteinler, hemoglobin pigmentini
baglayan globilinler, bakir1 baglayan seruloplazmin, kanin pihtilasmasini saglayan
fibrinojen ve inorganik iyodu baglayan iyoduroforin), glikoz, lipoitler, aminoasitler,
vitaminler, atik maddeler, erimis gazlar, hormonlar ve enzimler bulunur. Kan hucreleri ise
alyuvar (eritrosit)’lar, akyuvar (lokosit)’lar ve trombositlerden olusur. Lokositler,
sitoplazmalarinda graniil iceren graniilositler ve graniil icermeyen agraniilositler olmak
tizere iki gruba ayrilirlar. Graniilositler, igerdikleri graniillerin boyanma yetenegine gore
notrofil, eozinofil ve bazofil olmak Uzere (¢ tiptedir. Agranllositlerin ise lenfositler ve

monositler olmak tizere iki tipi vardir (Tanyolag¢, 2000; Demir, 2009).

Baliklarda kan hiicreleri diger omurgalilara gore farkl sekilde olusmaktadir. Baliklarda kan
hiicreleri olusumu memelilerden daha hizli ger¢eklesmektedir (Fange, 1992). Bazi baliklar
fertilizasyondan sonra 22 saat i¢cinde hemoglobin, 24 saat i¢inde eritrosit Gretirken bu durum

memelilerde 8-19 giin i¢inde gerceklesir (Govani ve ark., 2005).

Kanin canli viicudunda gergeklestirdigi bircok gorevi vardir. Bu gorevler;

e Besinleri direk ve indirekt olarak gerekli hiicrelere tasimak,

e Hiicrelerde olusan karbondioksit ve atik maddeleri uzaklastirmak,

e Hormon ve diger diizenleyici maddelerin hiicreler ve dokular arasinda dagitimini
saglamak,

e Tampon gorevi gorerek fizyolojik dengeyi saglamak ve viicut 1si1sim1 ayarlamada
gorev almak,

e Pihtilagsmay1 saglamak,



e Viicudu yabanci maddelere ve hastaliklara karsi koruyan bagisiklik sisteminde gorev

almaktir (Timur, 2013).
2.2.1. Kan Hucreleri

Baliklarda olgun kan hiicreleri ii¢ gruba ayrilmaktadir.

e Eritrositler (Alyuvarlar)
o Lokositler (Akyuvarlar)

o GranUlosit

= Eozinofil
= Notrofil
= Bazofil

o Agranilosit
=  Monosit
= | enfosit

e Trombositler

2.2.1.1. Eritrositler

Kandaki huicrelerin % 99’ dan fazlasini eritrositler olusturmaktadir. Memeli eritrositleri, deve
ve lama haric nikleussuz ve bikonval (i¢ biikkey) disk sekline sahiptir. Kirmizi kemik iliginde
olusarak kana karisan geng eritrositler, olgunlasarak nikleus ve birgcok organelini

kaybederek nukleussuz hale gelirler (Aktiimsek, 2002).

Eritrositler, iistten goriiniisleri yassi ve oval sekilli olup ender olarak ortasi ¢ukur bir diski
andirmaktadir. Sari-kirmizi renkli ve nilikleusa sahiptir. Ortalama c¢aplar1 tiirlere gore
degisiklik gostermektedir ve 7-36 [ arasinda olup 1 mm? kanda 20 bin ile 30 bin arasinda

degisiklik gostermektedir (Karatag, 2005).

Eritrositlerin biiylikliikleri ve kandaki sayis1 canli tiirline gore degismektedir (Aktiimsek,
2010). Kan dolasiminda bulunan eritrositler ¢ogunlukla uzamis sekle sahip olan olgun
eritrositlerdir. Fakat olgun olmayan eritrositler de kanda az miktarda gzlemlenebilmektedir.
Olgun olmayan eritrositlerin sayisi; canli tiirline, yasa, mevsime ve c¢evre sartlarina gore

degisebilmektedir (Timur, 2013). Kemik iliginde Uretilen geng eritrositler kan plazmasina



karistiktan sonra olgunlagmaktadir. Kan plazmasinda bulunan olgun eritrositlerin
cekirdeginin iginde bulunan kromatinin yapisinda degisiklik meydana gelmektedir. Geng
eritrositlerde nukleus genellikle dis merkezli, yuvarlak sekilli ve olgun eritrositlerin
¢ekirdegine gore daha biiyiiktiir. Olgun eritrositlerde niikleus hiicrenin merkezinde ve oval
sekildedir. Ayrica olgunlasmamis eritrositlerin sahip oldugu nukleustan daha kuguktir
(Tavares-Dias, 2006).

Eritrositler, karakteristik bir o6zelligi olan kirmizi rengini hemoglobinden almaktadir.
Hemoglobin kanin oksijen baglama giiciinii arttirmaktadir. Renksiz bir protein olan globin,
demir atomu igeren sari-kirmizi renkli bir pigment olan hem’den meydana gelmektedir.
Kanin oksijen tagima kapasitesi hemoglobin miktari ile dogru orantilidir. Ayrica hemoglobin
sayist da eritrosit sayisina baglhidir. Baliklarin ¢ogu oksijeni kanda % 90’1 hemoglobine
baglanmis sekilde, geri kalan kismi ise plazmada erimis sekilde tasinmaktadir (Demir,
2009).

Baliklarda eritrositler yasam boyu olugsmaya ve kan dolasimindaki eritrositlerde hemoglobin
icerigi aciga ¢ikmaya devam etmektedir. Ayrica, son ¢alismalar ile balik eritrositlerinin
bagisiklik sisteminde rol oynayan hiicreler gibi hareket edebilecegi de ortaya ¢ikarilmistir
(Claver ve Quaglia, 2009; Mumford, 2007).

2.2.2. Kan Hicre Anormallikleri

Anormallik, diinya genelinde canlilar iizerinde en yaygin goriilen kan hastaliklaridir. Kan
hicre anormallikleri genel olarak eriskin bireylerde daha sik goriilmektedir. Kirmizi kan
hiicresinin birincil islevi, dokulara oksijen iletmektir. Kirmizi kan hiicreleri kemik iliginden
uretilmektedir ve bu dretim igin hiicrede yeterli miktarda hemoglobin icermesi gerekir.
Anormallik, eritrosit tiretimi sirasindaki hemoglobin miktarina, bobrek yetmezligi ve
hastalik durumuna ve diger dis veya i¢ aktorlere bagli olarak olusmaktadir. Eritrositlerde
meydana gelen anormallik turleri niikleus ve sitoplazma anormallikleri olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Verhovsek, 2017).

2.3. Mikronukleus Testi

Kromozomlarin yapilarimin tam anlamiyla anlagilamamasina ragmen, kromozomlarda

meydana gelen anormallikler DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir. Ornegin;



kromozomlarda meydana gelen kirilma, DNA’nin sahip oldugu cift iplikli yapinin tekrar
tamir edilememesinden kaynaklanabilir (Savage, 1993). Kromozomlarda parca kaybi veya
kromozomlarin hatali ayrilisi, kanser olusumunda ve yaslanmada ¢ok 6nemli bir olaydir.
Klasik sitogenetik tekniklerde, telofaz evresinde bulunan ve sitoplazma bdlinmesi
durdurulmus hiicreleri gozlemleyerek ve anormallikleri sayarak hicreler incelenmektedir
(Natarajan, 1982). Bu yaklagim detayli bir analiz yapilmasini saglar ancak metafaz evresinde
meydana gelen daha kompleks anormalliklerin daha ayrintili belirlenmesinde eksikleri

vardir ve kromozom kusurlarini tespit etmede daha basit yeni yontemler gelistirilmistir.

Mikronikleuslar (MN), mitoz boliinme sirasinda hiicrenin kutuplarina gidemeyen tiim
kromozomlar veya sentromeri olmayan kromozom kiriklarini igeren sitoplazma bolunmesi
durdurulmus hticrelerde gorulebilir. Telofaz evresinde, kromozomlardan geriye kromozom
kiriklar1 veya tam kromozomlar etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu olusan yap1 hiicrenin

ana ¢ekirdeginden daha kii¢iik oldugundan "mikroniikleus"” olarak isimlendirilir (Sekil 2.1).

MN testleri kromozomlarda meydana gelen kirilmalari ya da tam kromozom kayiplarini
belirlemede en uygun ve guvenilir bir 6l¢iim saglamaktadir. MN'ler hiucrede nikleus
bolinmesi tamamlandiktan sonra olustugu i¢in, hiicre dongtsunin iki niikleuslu safthasinda

daha rahat 6l¢tlur (Fenech, 2007).
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Sekil 2.1. MN olusum semasi (Sekeroglu, 2011).



Mikronukleus kullanim teknigi,

1. Farmasétik ajanlarin neden oldugu sitogenetik etkilerinin incelenmesinde,

2. Kilastojen ve anojenlerin etkilerinin arastiriimasinda,

3. Invivo ve in vitro yontemlerle genotoksik hasarlarin incelenmesinde,

4. Radyolojik kazalarda genetik materyalde meydana gelen hasarlarin belirlenmesinde,

5. Kanser olugma riskinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Sekeroglu, 2011).

MN test yontemi uzun yillardir kromozom anormallik tekniklerine gore daha kolay ve kisa
zamanda degerlendirilebildigi i¢in radyasyon c¢alismasinda, kimyasal ila¢ kullanim

sonucunda olusabilecek DNA hasarini belirlemede kullanilmaktadir (Sekeroglu, 2011).

MN testi ilk olarak 1950 yillarinda bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢giilmesinde
kullanilmistir. 1970°1i yillarda hayvan hicreleri basta olmak tizere kiiltiire alinmig insan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirleme amacina yonelik olarak kullaniimaya

baslanmistir (Ozkara, 2015).

Standart lenfosit kiiltiirlerine veya canli viicuduna uygun konsantrasyona sitokalasin-B (Cyt-
B) ilave edilmesiyle, nikleus béliinmesini tamamlamis ancak sitoplazma boltinmesini
gerceklestirmemis ¢ift niikleusa sahip hiicrelerde mikrontkleus bulunduran hiicrelerin orani

tespit edilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Sitokinezi bloklanmis hiicrede bulunan mikroniikleus (Sekeroglu, 2011).
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Sitoplazma boliinmesi durdurulmus iki nukleuslu (bintkleat) hiicreler ve MN sayiminda su
kriterler kullanilmaktadir;
1. Incelenen hiicreler ¢ift niikleusa sahip olmalidir ve belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak

veya oval goriiniimlii olmalidir.
2. MN c¢ap1 ana niikleusun 1/3’1 kadar veya daha kiigiik olmalidir.

3. MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir veya mikroniikleer sinirlar

niikleer sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.

4. Ana nukleus ile ayni oranda boya alma 6zelligi olmalidir (Sekeroglu, 2011).

MN testi in vitro ve in vivo olarak iki sekilde yapilmaktadir.

2.3.1. Invivo Mikronukleus Testi

Lenfosit Kdltiirlerindeki ¢alismalara benzer olarak MN teknigi, in vivo olarak da
uygulanmaktadir. Memelilerde kullanilan in vivo mikronikleus testi, in vitro mikrontkleus
test sistemlerinden elde edilen mutajenik etkinin daha ayrintili arastirilmasina ve bilesigin in
Vivo metabolizmasi, farmakokinetigi ve DNA’da meydana gelen hasarin onarim siiregleri
gibi faktorlerin degerlendirilmesine de olanak saglamaktadir (Sekeroglu, 2011; Widel,
2001). En siklikla kullanilan in vivo MN testi, memeli eritrositlerinde meydana gelen MN
sikliginin belirlendigi bir testtir. Bu test genellikle memeli kemik iliginde ve periferal kan
hiicrelerindeki eritrositlerin analizi yapilarak, test edilen bilesigin kromozomal hasara neden
olup olmadiginin saptanmasinda kullanilir. Eritrositler kemik iliginde tiretilmektedir ve kana
karistiktan sonra niikleuslarini kaybetmektedir. Eritrositlerin niikleuslarinda meydana gelen
hasar1 daha kolay tespit edebilmek icin eritrositler niikleuslarin1 kaybetmeden 6nce kemik

iligi igerisinden numune alinir ve MN testi yapilir (Widel, 2001).

2.3.1.1. In vivo Testlerde Mikroniikleus Sayisinin Belirlenmesi:

Mikron(kleus testi i¢in yapilan ¢alismalarda hazirlanan preparatlarin her birinde mikroskop
altinda rastgele 1000 adet eritrosit sayilir ve sayilan eritrositlerin igerisinde MN tasiyanlarin
sayilar tespit edilerek yiizdeleri ¢ikarilir (Sekeroglu, 2011). Eritrositlerin i¢erisinde olusan
MN’ler ana ¢ekirdegin 1/3 ya da daha az ¢apinda, boyanma 6zelligi ana ¢ekirdegin boyanma
ozelligi ile ayni1, yuvarlak sekilli, boyandiklar1 zaman koyu mavi renkli olmasi nedeni ile

daha kolay ayirt edilebilmektedir (Fenech, 2000).
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2.3.2. Invitro Mikronikleus Testi

In vitro testi, test ajanlarinin kromozomal hasar1 indiikleme yeteneginin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Siklikla incelenen anormallikler; kromozom kirilmalar1 ve kromozom
bosluklar1 (gaps) olup bu test ile translokasyonlar, endoreduplikasyonlar ve poliploidi gibi
daha kompleks degisiklikler de degerlendirilebilmektedir (Fenech, 1991; Widel, 2001).

In vitro mikronukleus testinin yirutilmesiyle ilgili ¢ok farkli metodalar yayinlanmistir.
Protokollerdeki varyasyonlar; analiz edilecek hiicreleri, hiicrelere uygulanan islemleri ve
Cyt-B kullanimin1 kapsar. Cok fazla ¢esit oldugu igin bugiin rutin genotoksisite testi igin
tizerinde fikir birligine varilmis bir protokol yoktur. Yakin gelecekte genel bir metod dizayni

olusturmak amaciyla ¢alismalar siirmektedir (OECD, 2007).

In vitro mikroniikleus testinde farkli tipte hiicreler kullanilmistir ve bunlarin timi esit
derecede kabul gormektedir. En yaygin olarak kullanilant Chinese hamster ovaryum
hiicreleridir. Bunun yanisira insan periferal kan lenfositleri de (tim kan veya izole
lenfositler) siklikla kullanilmaktadir. Insan periferal kaninda en uygun hiicre tipi arastirilmig
ve Wuttke, “B-lenfositlerin, T-lenfositlere kiyasla mikroniikleus olusumunda radyasyon
etkisine, daha duyarli oldugunu” bildirmislerdir (Fenech, 1991; OECD, 2007).

2.3.2.1. In vitro Testlerde Mikroniikleus Sayistnin Belirlenmesi

Mikroniikleus sayisini1 belirlemek amaciyla hazirlanan her bir preparatta iki nikleuslu
(binlikleat) 1000 adet hiicre incelenir ve incelenen bu hiicreler icerisinde MN tasiyanlarin
frekansi belirlenmektedir. Ayrica incelenen bintikleat hiicrelerde tespit edilen toplam MN
sayist belirlenerek MN tastyan biniikleat hiicrelerin orani ve toplam MN sayisinin incelenen
biniikleat hiicre sayisina boliinmesiyle hiicre bagina diisen MN ortalamast ve MN yUizdesi

hesaplanir (Fenech, 2000).
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2.4. Literatur Ozeti

Kimyasal ve bitkisel ilaglarin canlilar tizerinde mikroniikleus olusumuna etkisi iizerine

literatlirde farkli ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilari sunlardir:

Cigremis, Gaffaroglu, Erdogan, Turkoz, Yiksel, Yilmaz, Yilmaz (2003) tarafindan yapilan
bir ¢alismada tekstil fabrikas1 atiginin Cyprinion macrostomus’un karaciger, bobrek ve kan
dokular1 {izerinde biyokimyasal, histopatolojik ve genotoksik etkileri incelenmistir.
Calismada 3 yasindaki C. macrostomus' lar 10-35 glin boyunca % 2,5' lik tekstil fabrikasi
at1ig1 bulunan ortamda yasatilmistir. Sonug olarak; 35 giin boyunca tekstil atigina maruz
kalan grupta karaciger ve bobrek glutatyon (GSH) konsantrasyonlari kontrol grubuna gore
anlamli sekilde azalirken 35 glnlik grubun karaciger ve bobrek malondialdehit

konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi gézlemlenmistir.

Yilmaz (2005) tarafindan “parathion methyl (insektisit)’in Barbus mystaceus (Syn: Barbus
rajanorum mystaceus) bireyleri Uzerindeki genetoksik etkinin eritrosit MN testi ile
belirlenmesi” adl1 ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada 4 giin boyunca 125, 150, 175, 200, 225
ppm’lik dozlarda parathion methyl’e maruz birakilan 24 adet B. mystaceus bireylerinin
kanindaki eritrositlerde MN olusmus eritrosit sayist belirlenmistir. Sonug olarak en yiiksek
MN ortalamasi %2,65 ile 225 ppm’lik doza maruz birakilan B. mystaceus bireylerinde tespit
edilmis ve doz miktarina bagli olarak mikronikleus bulunan eritrosit sayisinda artis oldugu

tespit edilmistir.

Kocak (2005) tarafindan yapilan sitrik asitin Tinca tinca (L., 1758) (Pisces: Cyprinidae)
uzerindeki genotoksik etkisinin mikrontkleus testi ile belirlenmesi adli ¢aligmada, gida katki
maddesi sitrik asitin T. tinca (zerindeki genotoksik etkisi statik akut deney teknigi
kullanilarak yapilmis ve genotoksik etkinin belirlenmesinde eritrosit mikronukleus testi
kullanilmustir. Sitrik asit maruziyetinde meydana gelen mikroniikleuslu hiicreler incelenmis
ve sitrik asitin sebep oldugu genotoksik etki tespit edilmistir. Uygulamalar hem zamana hem
de doza bagli olarak yapilmistir ve baliklar sitrik asitin 200, 300, 400 ppm’lik dozlarina 24,
48, 72, 96 saat sureyle maruz birakilmistir. Sitrik asitin farkl siirelerde ve farkli dozlarda
uygulanmasi sonucunda mikroniikleus sayilarinda bir artis oldugu goézlenmistir.

Arslan, Dalgig, Saricakmak, Sarigil, Ulker, Kogak, Memmi (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, su ekosistemine evsel, endiistriyel ve genel amaglh kullanim sonucunda Kirletici

olarak karisan bulasik deterjan1 ve ¢amasir suyunun standart test organizmasinin lepistes
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(Poecilia reticulata) baliklar1 tizerindeki genotoksik etkileri MN testi kullanarak
aragtirtlmistir. 15 pl’lik bulasik deterjant ve ¢amasir suyuna 4 gln sureyle maruz birakilan
lepistes bireylerinin kan drnekleri 4. giiniin sonunda alinmistir. Dort gln sureyle 15 pl’lik
bulasik deterjani ve ¢amasir suyuna maruz kalan baliklarin MN degerlerinde artis oldugu

gbzlemlenmistir.

Kosai, Jiraungkoorskul, Synsatayakul, Jiraungkoorskul (2011) tarafindan yapilan ¢alismada
su ile farkli dozlarda seyreltilen kursun (Pb) ve kalsiyum (Ca)’un Oreochromis niloticus
bireyleri tizerindeki mikroniikleus olusumu ve eritrosit morfoloji bozukluklar1 arastirilmistir.
Calismada 6 farkli dozda ortama verilen kimyasallarin baliklarin iizerindeki etkisi ve LCso
degeri hesaplanmistir. Her bir doz grubunda incelenen eritrositlerde 4 farkli sitoplazma
anormallik tiirii tespit edilmis ve bu anormalliklerin doz gruplari arasindaki sayisal degerleri
hesaplanarak aralarindaki farkliliklar tespit edilmistir. Her grupta tespit edilen loblu niikleus
(LB), tomurcuklu niikleus (BL), ¢entikli nikleus (NT), binlkleat (BN) anormallik tirlerine
ait frekanslar NT> LB> BN> BL olarak bulunmustur. Bu ¢alismada kursun tarafindan
uyarilan eritrositlerde meydana gelen anormalliklere kalsiyumun azaltma yonunde etkisi

oldugu tespit edilmistir.

Ozkan, Gundiiz, Berkéz, Ozlier Hunt (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kadmiyumun
farkli derisimlerinin Oreochromis niloticus’un peripheral eritrositlerin Gzerine genotoksik
etkileri, mikrontkleus ve nukleus anormallikleri testleri yapilarak arastirilmistir. Calismada
baliklar 10 giin boyunca 0,5 ve 1,0 mg/L kadmiyuma maruz birakilmistir. Calismanin 2. 4.
6. ve 10. glnlerinde mikronukleus ve diger nukleus anormallikleri olan loblu nikleus,
tomurcuklu ve centikli nikleus bulunduran eritrositler sayilarak belirlenmistir. Pozitif
kontrol amaciyla 4 mg/L derisiminde cyclophosphamide (siklofosfamid) iceren ortam
kullanilmistir. Uygulanan kalsiyum derigimleri periferal eritrositlerde MN frekansini 6nemli
oranda artirmis ve 1,0 mg/L kadmiyum derisimi, MN frekansi iizerinde 0,5 mg/L kadmiyum
derisimine gore daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Deney suresince, en yiuksek MN
frekans1 4. giinde saptanmustir. Sonug olarak, kadmiyum derisimleri etkisiyle, periferal
eritrositlerde MN frekanslar1 ve nukleus anormallikleri frekanslarinin derisime ve zamana

bagli olarak ytikseldigini, fakat 6. giinden itibaren azalma egilimi gosterdigi tespit edilmistir.

Arkina, Giilten, Yakut (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, benzalkonyum kloririin insan
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkisi arastirilmistir. Bu ¢calismada dezenfektan olarak ¢ok

yaygin kullanilan benzalkonyum kloriiriin genotoksik etkisi in vitro MN testi kullanilarak
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aragtirtlmistir. Calismada, herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmamis ve hayatlarinda
hig¢ sigara kullanmamis saglikli ve goniillii erkeklerden alinarak hazirlanan tam kan lenfosit
kilttirleri kullanilmistir. Hazirlanan kiiltiirlere 6 farkli konsantrasyonda benzalkonyum
klorur ilave edilerek mikronikleus olusumuna etkisi arastinlmistir. Her Kiltirden 1000
hiicre degerlendirilerek mikroniikleus analizi yapilmistir. Negatif kontrol kulturlerinden elde
edilen sonuclar ile yapilan karsilastirma sonucunda, kullanilan konsantrasyonlarin
hi¢birinde mikroniikleus degerlerinde anlamli artis gézlenmemistir. Sonug olarak uygulanan
in vitro kiiltiir kosullarinda benzalkonyum Kkloriiriin anlamli genotoksik etkisi tespit

edilmemistir.

Hayretdag, Giirken, Yakin, Tok (2014) tarafindan yapilan ¢alismada TUrkiye’de, Vize
(Kirklareli) ve Kizilcahamam (Ankara) ilgelerinden toplanan Coronella austriaca,
Dolicophis schmidti ve iki Natrix tessellata 6rneginin periferik kan eritrositlerinde ortalama
mikroniikleer eritrosit (MNE) frekanslar1 ve niikleus anormallikleri incelenmistir. Kan
hiicreleri iizerinde c¢alisma yapilan tiim yilan tiirlerinde farkli sayida mikroniikleus tespit
edilmistir. Buna ek olarak, ¢alismada ii¢ farkli niikleus anormallik ¢esidi tespit edilmistir.
Bu anormallikler; nukleer tomurcuk, centikli ve tomurcuklu nukleus olarak belirlenmistir.
Tiirkiye'deki ii¢ bolgenin farkli demografik ve cografi 6zelliklere (Trakya, Ic Anadolu ve
Dogu Anadolu) sahip oldugu bu yilan incelemesinin sonucunda, eritrositlerde bildirilen
benzer genotoksik etkilerin gevresel Kirletici etkiler tasidigi i¢in yayginlagabilecegi

sonucuna varilmistir.

Guler Kanter (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada Kizilirmak Nehri’nde yayilis gosteren
baz1 balik tiirlerinde periferal kan hiicreleri incelenmistir. Bu ¢alisma Kizilirmak Nehri’nde
yayilig gosteren Cyprinidae familyasindan Alburnoides bipunctatus (Bloch, 1782), Capoeta
baliki Turan, Kottelat, Ekmek¢i & Imamoglu, 2006, Cyprinus carpio Linnaeus, 1758,
Luciobarbus escherichii (Steindachner, 1897), Squalius cephalus (Linnaeus, 1758) ve Tinca
tinca (Linnaeus, 1758)’nin kan hiicre morfolojilerini tespit etmek ve bu tiirlerin sahip oldugu

eritrosit hiicrelerinin ve niikleuslarinin ¢ap uzunluklarini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Arslan, Duman, Kanbur, Akyiz (2016) tarafindan yapilan ¢alismada “Kayseri’nin Pinarbasi
ilgesinde yakalanan gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) genotoksisite
yoniinde incelenmesi yapilmistir. Bu ¢aligmada Bahgelik barajinin bes ayr1 noktasindan 6
balik yakalanmigtir. Baliklarin kan 6rnekleri, karaciger ve bobrek dokulari alinmigtir. Komet

teknigi, doku Ornekleri tizerinde, MN teknigi ise kan numuneleri (zerinde
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gerceklestirilmistir. Incelemede kafes ortaminda yetistiricilik yapilan baliklardaki MN
iceren hiicre sayisinin, diger gruplara oranla daha belirgin oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak kafeste yetistirilen baliklarda genetik hasarin daha fazla oldugu, bunun kafeste

yasanan stres ve beslenme kosullarina bagli olabilecegi diistiniilm{istiir.

Yapilan literatiir taramasinda E.elaterium bitki 6zsuyu kullanilarak yapilan bazi ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda hayvan ve insan kan hiicreleri kullanilmistir. Bu ¢aligmalar

su sekildedir;

Renciizogullari, Kayraldiz, Diler, Yavuz, Arslan, Kaya, Topaktas (2005) tarafindan yapilan
calismada, Insan periferik lenfositlerini kullanarak anti-inflamatuar etkiye sahip E. elaterium
meyve 0zsuyunun mutajenik etkilerini arastirmak i¢in, insan periferik lenfositleri 24 ve 48
saat siireyle tek basina li¢ doz (18, 36 ve 72 ul / 1) meyve 0zsuyu ile tedavi edilmistir. E.
elaterium meyve 6zsuyunun antimutajenik etkilerini arastirmak igin, insan lenfositleri ayni
zamanda meyve suyu ve 0.25 pg / ml mitomisin-C (MMC) karigim ile islenmistir. E.
elaterium meyve 6zsuyu, tek basina kullanildiginda toplam kromozom anormalligi (KA)
yiizdesini (6zellikle sayisal KA yiizdesine gore yapisal KA yiizdesi) indiiklemis ve MMC ile
karisim olarak kullanildiginda toplam KA yizdesini sinerjik olarak indiiklemistir. E.
elaterium meyve 0zsuyu, 24 ve 48 saatlik tedavi siiresi i¢in kardes kromatid degisimi (KKD)
frekansini etkilememistir. Buna karsilik, E. elaterium ve MMC, bir karisim sinerjik olarak,
yalnizca 48 saatlik tedavi siiresince en ylksek konsantrasyonda KKD frekansini uyarmistir.
E. elaterium tek basina doz bagimli olmayan sekilde mitotik indeksi diisiiriirken replikasyon
indeksini azaltmamistir. Karigim olarak, E. elaterium ve MMC tek basina, E. elaterium’un
sitotoksik etkilerinden daha yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, E. elaterium’un insan g¢evresel lenfositlerde mutajenik ve sitotoksik bir etkisi oldugu

halde E. elaterium’un antimutajenik etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir.

Celik ve Aslanturk (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, Allium cepa (sogan) yumrulari, E.
elaterium meyve suyunun doért konsantrasyonu (10 ml / L, 20 ml / L, 50 ml / L ve
seyreltilmemis) ile 72 saat isleme tabi tutulmus ve kontrol olarak musluk suyu (pH 7.3)
kullanilmistir. Sonuglar, E. elaterium meyve 6zsuyu tedavisinden sonra A. cepa kok ug
hlcrelerinde hiicre bolinmesi Gzerine ve kok gelisimindeki etkilerin énemli dl¢tde doza
bagimli (P <0.05) oldugunu gostermistir. Ayrica, E. elaterium meyve 0zsuyu, kok ucu
hiicrelerinde ve mikronukleus olusumlarinda doza bagli kromozom sapmalarinin frekansi

(kirilmalar, yapiskanlik ve kutup sapmalari) 6nemli 6l¢iide arttirmistir. Seyreltilmemis E.
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elaterium meyve suyuyla tedavi edilen grupta boliinen bir hiicre olmamis, ancak degisen

siklikta piknotik/apoptotik hiicreler saptanmaistir.

Shabbar ve Maslat tarafindan (2006) yilinda yapilan ¢alisma, Urdiin'de geleneksel bir halk
tibb1 olarak sariligin tedavisinde uygulanan E. elaterium meyve 6zsuyunun genotoksisitesini
arastirmak tizere tasarlanmistir. LDso'nin, uygulanan suyun 61pl'si oldugu tahmin edilmistir.
E. elaterium ’un potansiyel genotoksisitesi, mikronikleus (MN) tahlili ve DNA tek sarmal
kirilma (SSB) teknikleri ile incelenmistir. Sonuglar, meyve suyunun, kontrol grubuna
kiyasla, E. elaterium 0zsuyunun test gruplarina oral olarak verilmesiyle DNA'daki MN
olusumunu ve SSB'sini 6nemli 6lglide indiikledigini ortaya koymustur. Bu verilerle birlikte,
E. elaterium o6zsuyunun genotoksisite yaratma potansiyeline sahip oldugu sonucuna

varilmgtir.

Baliklardaki kan hiicrelerinin morfolojik yapilar1 iizerine farkli caligmalar da yapilmistir. Bu

calismalardan bazilar1 sunlardir:

Zhang, Xie, Xiong, Liu, Suolang, Shang (2011) tarafindan Glyptosternon maculatum (Syn:
Glyptosternum maculatum)’un kan hiicre morfolojisinin diger balik tiirleri ile olan benzerlik
ve farkliliklarini tespit etmek amaciyla bir ¢calisma yapilmistir. Calismanin sonunda G.n
maculatum’un kan hiicrelerinin morfolojisi baz1 farkliliklarla birlikte diger balik tiirleri ile
benzer bulunmustur. G. maculatum’un eritrositlerinin daha biiyiik olusu, bazofil ve eosinofil
hiicrelerinin yoklugu ve trombosit hiicrelerinin bes farkli sekilde olusu bu farklar arasinda

gosterilmistir.

Tripatti, Latimer, Burnley (2004) tarafindan yapilan ¢alismada C. carpio’nun kan
hlcrelerinin morfolojik yapilar1 incelenmistir. Hazirlanan preparatlar Wright boyasi ile
boyanarak 16kosit hiicreleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢calisma eritrosit hiicrelerinin; oval
sekilli, merkezinde oval ¢ekirdege ve ¢ekirdegi c¢evreleyen parlak sari-turuncu renkli
sitoplazmaya sahip hiicreler olarak tanimlanmasi ile sonug¢lanmistir. Trombosit hicreleri,
uzamis ¢ekirdege sahip oval sekilli hiicrelerdir ve sitoplazmalar1 parlak gri renktedir.
Arastirmacilar, niikleuslarini birden fazla loba sahip olan monosit hiicrelerinin ise daha bol
sitoplazmalar1 ve sahip olduklar1 sitoplazmik vakuolleri ile biiyiik lenfositlerden ayirt
edilebileceklerini ve monosit hicrelerinin C. carpio’nun sahip oldugu en biiyiik 16kosit
hiicre tipi oldugunu belirtmislerdir. Notrofil hiicre niikleuslarinin  ¢ok  loblu,

sitoplazmalarinin ise bol ve eozinofilik oldugunu tespit etmislerdir. Ayni ¢calismada, bazofil
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hlcrelerinin hiicre niikleuslarinin gogunlukla hiicrede dig merkezli konumda yer aldigini ve
hiicrelerin sahip oldugu sitoplazmanin bol, genellikle vakuollii ve parlak mavi-gri renkte
oldugunu belirtmislerdir. Incelemede, ayrica C. carpio’nun eosinofil hiicrelerinin
niikleuslarinin asimetrik sekilli ve sitoplazmalarinin kirmizi graniillere sahip oldugu

gorilmiistiir.

Katalay ve Parlak (2002) tarafindan yapilan arastirmada, Izmir Korfezi’nin farkl
bolgelerinden secilen istasyonlarda yakalanan Gobinus niger (komiircii kaya baliklar1)’den
kan ornekleri alinarak kan parametreleri (beyaz kan hiicreleri (16kosit), kirmizi kan hiicreleri
(eritrosit), hemoglobin, hematokrit ve ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu,
trombosit) 6l¢iimii yapilmistir. Mikroskopta yapilan c¢alismalarda kirliligin etkisiyle bazi
histopatolojik degisikliklerin ortaya c¢iktigi goézlemlenmistir. Normal kirmizi kan
hlcrelerinde bulunan oval sekle sahip eritrositler tamamen degisime ugramis ve dejenere
olmus eritrosit sayisinda artis gézlemlenmistir. Normal olarak oval sekilli hiicre ¢eperi ile
oval ve yass1 sekilli nukleuslar degisiklige ugrayarak eliptosit ve kiiresel sekil aldig1 ve
hicrelerin dikensi bir yap1 kazandig1 gozlemlenmistir. Normal beyaz kan hiicre yapisinda
karakteristik olarak gordiigiimiiz kiigiik lenfositler yerine anormal, kalin ve yogun lenfositler

gozlemlenmistir.

Sahan, Altun, Nevsat (2009) tarafindan yapilan ¢alisma, Ceyhan Nehri’nin tarimsal, sanayi,
mezbaha ve evsel atiklarinin karistigi bolge (Biliyiikmangit koyii) ile ayni nehir iizerinde
bulunan Aslantag Baraji’nda yapilmistir. Calismada kirlilik indikatorii su parametre
degerleri ile bunlarin dogal C. carpio ve Capoeta barroisi’da I6kosit hiicre tipleri (lenfosit,
monosit, notrofil, dsinofil)’nin miktarlar1 ve biiyiikliiklerine olan etkileri belirlenmistir.
Calisma sonucunda kirli oldugu belirlenen nehir bélgelerinde canli savunma sisteminin en
temel hucrelerinden olan 16kosit hiicrelerden monosit ve nétrofil hucrelerin miktarlar: ile

blyukliklerinde artis oldugu, ancak hiicrelerde yapisal bir degisiklik olmadigi gézlenmistir.

Kaya ve Akbulut (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, in vivo etkiye sahip farkli kursun
konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapya baliginin eritrosit morfolojisinde meydana
gelen degisimler aragtirilmistir. Baliklar diistik (0,5 mg/L), orta (2,5 mg/L) ve yiiksek (5
mg/L) olmak tizere 3 farkli kursun konsantrasyonlarina 14 giin boyunca maruz birakilmistir.
Calisma sonunda orta ve yiiksek doz kursuna maruz birakilan gruplarda kontrol grubuna
gore onemli degisimlerin oldugu goriilmiistiir. Orta ve yiiksek dozlarda kursun eritrosit

¢ekirdeginin alani, uzunlugu ve genisliginde kontrole gore Onemli azalma olurken,
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sitoplazma alani ve hiicre genisliginde kontrol grubuna gére 6nemli bir artis olmustur. Artan
kursun konsantrasyonlarinin tilapya baliginin eritrosit hticre morfolojisinde degisimlere

neden olabilecegi sonucuna varilmstir.

19



3.MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

3.1.1. Echallium elaterium L. (Ac1 kavun)

Arastirmada kullanilmak tizere Kirsehir, Ankara ve Manisa illerinin sinirlar1 igerisinde
(Sekil 3.1) bos arazilerde yabani olarak yetistigi bilinen act kavun (E. elaterium) bitkisine
ait olgun meyveler (Resim 3.2) Ekim ve Kasim aylarinda toplanarak laboratuvar ortamina
getirildi.

Istanbul

ANKARA- BATIKENT
s 39°58'03.4"N
s 32°42'47.1"E
MANISA- SALIHLI
38°29'48.3"N ) ;
28°02'16.7"E o ¥ 2 i Kirschir
7 Sl : <t ) ~ = KIRSEHIR
Salihli g - i _ e WL 48 SEHIR MERKEZI
: A : 39°08'45.6"N
34°09'14.2"E

Adana

Mersin

Resim 3.1. E. elaterium meyveleri toplanan iller.
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Resim 3.3. Araziden toplanan E. elaterium bitkisinin olgun meyveleri.

3.1.2. Cyprinus carpio L. 1758 (Sazan Bahgr)

Arastirmada kullanilacak baliklar Orman ve Su Isleri Bakanligma baglhh DSI 7. Bolge
Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri Istasyonunda hibe yolu ile temin
edildi. Almman baliklar havalandirmali tasima bidonlarina konuldu ve kisa siirede

laboratuvara getirilerek akvaryumlara aktarildi. Bu ¢alismada 28 adet balik kullanildi.
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3.2. Metot

3.2.1. Giemsa Boyasinin Hazirlanmasi

Hassas terazide tartilan 1 gr Giemsa boyasi havana eklenmis ve Uzerine azar azar gliserin
eklenerek karisim saglandi. Karisim balon jojeye aktarilmis ve benmari 50-55 °C’de
isitilmastir. Toz boya tamamen eriyene kadar bole joje benmari’de tutuldu. Boya eridikten
sonra balon joje benmariden ¢ikartildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Balon jojeye 66 ml
metil alkol eklenmis ve homojen bir sekilde karisimi saglandi. Hazirlanan soliisyon renkli
bir siseye aktarilmis ve agzi1 kapatilarak 2-3 hafta oda 1sisinda bekletildi. Bekletilen boya,

stizgeg kagidi ile stiziilerek renkli sisede stok Giemsa boyasi olarak saklandi.

3.2.2. E. elaterium Meyve Ozsuyunun Cikarilmasi

Araziden getirilen olgun E. elaterium meyveleri bozulma siireci basladigindan vakit
kaybetmeden olgun meyveler steril bir kapta ezildi. Ezilen meyveler steril siizge¢ kagidindan
gegirilerek stiziilme islemi yapildi. Elde edilen meyve 6zsuyu deney asamasinda kullanilmak

tzere derin dondurucuda -20 °C’de dondurularak saklandi.

3.2.3. Baliklara E. elaterium Ozsuyu Uygulama

Laboratuvara canli olarak getirilen baliklarin 173 litrelik (90x48x40 c¢cm) havalandirmali
akvaryumlara konularak stres diizeyini azaltmak icin ortama uyum saglamalari beklendi.
Laboratuvara getirilen 28 adet balik; 1 kontrol ve 3 deney grubu olmak iizere 4 farkli gruba
ayrildi. Gruplara ait bilgiler ve deney grubuna verilen E. elaterium 6zsuyu ppm miktarlari
Tablo 3.1°deki gibidir.

Tablo 3.1. Deney ve kontrol grubuna ait bilgiler

Kontrol Deney gruplar
Grubu 1 2 3
Balik say1s1 7 7 7 7
E. elaterium ppm degeri 0 100 200 300

Laboratuvar ortaminda -20 °C’ de bekletilen E. elaterium 6zsuyu hizli bir sekilde eritilip,
100 ppm, 200 ppm ve 300 ppm’lik dozlar i¢in sirast ile 17.3, 34.6 ve 51.9 ml olarak Olculerek
akvaryumlara eklendi. Bu uygulama 3 giin boyunca akvaryumlarin sular1 degistirilerek

tekrarlanda.
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Deneyin 24. saatinde 1 mg Cyt-B (Sigma, 6762) 79 ml dimetil silfoksitte ¢cozdurulerek
hazirlanan 80 ml ¢6zeltiden her bir baliga 1 ml Cyt-B enjekte edilerek mitoz boélinmenin
son evresi olan telofaz evresi (sitoplazma bélinmesi)’nin durdurulmasi saglandi. Kontrol ve
deney gruplarindaki her bir baliga Cyt-B enjekte edildikten 48 saat sonra baliklardan kan

alma iglemi gergeklestirildi.

Akvaryumlara E. elaterium 6zsuyu eklenmesi ve baliklara Cyt-B verilmesi ile ilgili zaman
cizelgesi Sekil 3.1°deki gibidir.

Act kavan Ac1 kavun 6z suyu Aci kavun
6z suyu e 6z suyu Kan
uygulamas Cyt-B uygulamasi uygulamas alim
Saat 0 24 48 72

Sekil 3.1. Deney bilesenlerinin uygulama zamanlar1

3.2.4. Baliklardan Kan Alma Islemi ve Preparat Hazirlama

Baliklardan kan alma isleminde, kana mukoza karigmamasi igin iyice kurulanarak
temizlenen baliklar baslarina darbe vurma yontemi ile bayiltildi. Bayiltilan baliklarin keskin
bir bigak ile kuyruk yiizgecinin 1-2 cm gerisinden kesildi (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984).
Kuyruk venasindan akan kan, mercimek tanesi biiytlikliiglinde olmak iizere, dogrudan daha
onceden temizlenmis olan lamm bir kenarma alindi. ikinci bir lamin kisa kenari kan
damlasina 45°’lik a1 ile degdirildi. Kan ikinci lamin kenar1 boyunca yayilincaya kadar
bekletildi. ikinci lam ters yonde ve iki lam arasindaki ac1 degistirilmeden ileri dogru hizla
hareket ettirilerek kanin ince bir sekilde lam {izerine yayilmasi saglandi. Hazirlanan
preparatlar havada bir giin kurutulmus ve kurutulan preparatlar iki dakika metil alkol ile
fikse edildi. Fikse edilen preparatlar salelere dizilerek %5°lik Giemsa boya igerisinde 20
dakika bekletildi. Boyanan preparatlar son damlasi berrak olana kadar distile su ile yikandi
ve havada kurutuldu. Hazirlanan preparatlar (frotiler) Entellan ile kapatilarak Leica DM

3000 arastirma mikroskobunda tarandi ve kan hucrelerinin fotograflari ¢ekildi.
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3.2.5. Mikroniikleus Testinin Uygulanmasi

Bu ¢alismada MN testlerinden in vivo yontemi kullanilarak elde edilen kan 6rneklerinden

preparat hazirlandi.

Her bir C. carpio dan 2 adet preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar Leica DM 3000
model arastirma mikroskobunda incelenerek MN olusumlar1 ve frekanslar1 belirlendi.
Preparatlarda yapilan taramalarda her bir preparatta rastgele 1000 eritrosit sayilmis, sayilan
her 1000 eritrosit icerisinde MN’li olanlarin sayisi belirlendi. Kontrol grubu ile deney
gruplarinda tespit edilen MN’li eritrosit sayilart arasindaki benzerlik ve farkliliklar, SPSS

yazilimu ile istatistiksel olarak hesaplandi.

3.2.6. Kan Hiicrelerinin Incelenmesi

Her bir balik i¢in hazirlanan preparatlarda Fenech (2000) tarafindan belirlenen kriterler
cercevesinde 1000 adet hiicre sayildi. Sayilan bu hiicreler icerisinde bulunan alyuvar hiicre
morfolojileri incelenerek anormallik gosteren hiicrelerin sayilar1 belirlendi. Alyuvar
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve niikleuslarinda tespit edilen anormal hicrelerin
frekanslar1 belirlendi. Preparatlarda yapilan taramalarda tespit edilen anormal hiicre

sayilarinin her bir gruptaki toplam say1 degeri binde (%o) olarak hesaplandi.

3.2.6.1. Eritrosit Nukleus Anormallikleri

Eritrositlerin niikleuslarinda meydana gelen anormallikler Carrosco (1990) tarafindan
yapilan ¢alismada kullanilan yonteme gore 5 gruba ayrildi. Bu gruplar; mikronukleus , loblu

nikleus, tomurcuklu nukleus , ¢entikli niikleus ve bintikleat olarak isimlendirildi.

Akvaryumlara verilen 3 farkli dozdaki E. elaterium 6zsuyu doz miktarina gore
preparatlarda sayilan anormal hiicre sayilari ile kontrol grubu verileri karsilastirilarak doz

miktarina gore anormal hiicre sayilar1 arasindaki degisimler karsilastirildi.

3.2.6.2. Eritrosit Sitoplazma Anormallikleri

Eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen anormallik ¢esitleri ise Tejendra (1985)

tarafindan yapilan ¢alismada belirlenen anormallik ¢esitlerine gore gruplara ayrildi.
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3.2.6.3. Eritrositlerde Sitoplazma ve Niikleus Alan Olgiimii

Her bir baliga ait boyanmis yayma preparatlarinda en az 150 tane eritrosit ve 150 tane
niikleus’un uzun ve kisa kenarlar1 Olgiilerek (Sekil 3.2), alanlart asagida belirtilen

formullere gore hesaplandi ( U.K; Uzun kenar, K.K; Kisa kenar) (Gregory, 2003).

12.232 pm

e - 19.248 pm

7.718 pm.

5127 pm

Sekil 3.2. C. carpio’nun eritrosit ve eritrosit niikleus alanlarinin 6l¢iimii

Eritrosit alam1 = 7t x U.K./2 x K.K/2 pm?

Niikleus alanm = 7t x U.K./2 x K.K/2 pm?

3.2.7. Verilerin istatistiksel Analizi

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel olarak analizinde SPSS 24.0 versiyonu
kullanildi. Ppm degerine ait grup parametrelerinin normal dagilim gosterip gostermedigi tek
yonlu varyans analizi testi ile degerlendirildi. Hicrelerde tespit edilen anormal alyuvar
sayilart ¢ok yOnli varyans analizi ile karsilastirildi. Deney gruplari arasi istatistik
degerlendirmesi Scheffe ¢oklu karsilastirma testi ile yapildi. P<0,05 seviyesinde bulunan

farklar anlamli olarak ifade edilerek biitiin gruplarin verileri ortalama + standart sapma

olarak ifade edildi
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada Ecballium elaterium 6zsuyunun baliklar tizerindeki genotoksik etkisi
arastirtlmis ve elde edilen sonuclar doz-anormallik sayisi arasindaki iliski dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Deneyde eritrositlerde bulunan MN’leri ve morfolojik bozukluklar
tespit edebilmek icin dort farkli grupta bulunan bireylerden alinan kan Ornekleri ile
hazirlanan preparatlarda rastgele 1000 hiicre sayilmis ve her grupta toplamda 14000 hiicre
incelenmistir. Yapilan inceleme sonucunda, farkli dozlarda uygulanan E. elaterium
Ozsuyunun, doz artisiyla MN igeren ve anormallige sahip eritrosit sayilarinda artis oldugunu

gbzlemlenmistir.

4.1. Kan Hicrelerinin incelenmesi

Kan hicrelerinin incelenmesi slrecinde kontrol grubunda bulunan 6rneklere ait kan
hiicreleri ile deney grubunda bulunan orneklerin kan hiicreleri karsilastirilarak
degerlendirme yapilmistir. Deney grubunda bulunan 6rneklere ait preparatlarda bulunan
MN’li eritrosit sayis1 ve anormallige sahip hiicre sayilar1 karsilastirildiginda, doz artisi ile

MN’li ve anormal hiicre sayisinin arttig tespit edilmistir.

4.1.1. Eritrosit Nukleus Anormallikleri

Taranan tim preparatlarda tespit edilen anormallikler Corrasca (1990) tarafindan yapilan
isimlendirmeye gore gruplara ayrildiginda 5 ayr1 grup olusmaktadir. Bu gruplar eritrosit
niikleuslarinda meydana gelen anormallik tiriine gore gruplara yapilmistir. Bu gruplar; LB,
BL, NT, BN ve MN olarak isimlendirilmislerdir.

Hiicrelerde yapilan analizlerde eritrosit hiicrelerinin niikleuslarinda tespit edilen anormallik
tirleri Resim 4.1°de ve tespit edilen anormalliklere ait sayisal degerleri Tablo 4.1’deki gibi

bulunmustur.
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Resim 4.1. C. carpio’ya ait eritrositlerde tespit edilen niikleus anormallik tirleri: Normal eritrosit
(a), Centikli nikleus (b), Mikrontkleus (c), Loblu niikleus (d), Bintikleat (e), Tomurcuklu
nikleus (f)
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Tablo 4.1. Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayilari, (MN: Mikroniikleus, LB:
Loblu nikleus, BL: Tomurcuklu niikleus, NT: Centikli niikleus, BN: Binikleat)

Ornek Sayilan Anormallik Cesitleri
Dozlar

Sayisi Hicre MN LB BL NT BN
Kontrol 7 14000 0 8 12 14 4
100 7 14000 8 10 18 20 8
200 7 14000 14 20 28 34 8
300 7 14000 24 34 46 58 17

Tablo 4.1°deki verilere gore, dort farkli grupta bulunan preparatlarda, hiicreler icerisinde
tespit edilen nukleus anormallik tirlerine ait hiicredeki sayilari verilmistir. Bu verilere gore
kontrol grubu ve 3 farkli deney grubunda toplam 14000 hiicre sayilmistir. Kontrol grubuna
ait preparatlarda sayilan 14000 eritrosit icerinde MN’ye rastlanmazken LB; 8, BL; 12, NT;
14 ve BN; 4 adet bulunmustur. Deney grubunda bulunan 100 ppm doz uygulanan grupta
MN; 8, LB; 10, BL; 18, NT; 20 ve BN; 8 adet bulunmustur. 200 ppm uygulanan grupta MN;
14, LB; 20, BL; 28, NT; 34 ve BN; 8 adet bulunmustur. Son olarak 300 ppm doz uygulanan
grupta MN; 24, LB; 34, BL; 46, NT; 58 ve BN; 14 adet bulunmustur. Bu veriler dikkate
alindiginda akvaryum ortamina verilen E. elaterium 6zsuyu miktar1 arttik¢a eritrosit
nikleuslarinda meydana gelen anamolilerin sayisal degerlerinde artis oldugu tespit

edilmistir.

Taranan tum preparatlarda tespit edilen nlkleus anormallikleri ve MN sayilarinin %o

tizerinden degerleri alindiginda Tablo 4.2°deki gibi olmaktadir.

Tablo 4.2. Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayist %o degerleri, (MN:
Mikronikleus, LB: Loblu Nikleus, BL: Tomurcuklu niikleus, NT: Centikli niikleus, BN: Biniikleat)

Anormallik Cesitleri %o Degerleri

Dozlar
MN LB BL NT BN
Kontrol 0,00 0,57 0,86 1,00 0,29
100 0,57 0,71 1,29 1,43 0,57
200 1,00 1,43 2,00 2,43 0,57
300 1,71 2,43 3,29 4,14 1,21

Tablo 4.2°de verilen her bir gruba ait nukleusu anormal olan hiicre sayilarinin %o degerleri
grafik olarak verildiginde doz artisina dagli anormali sayilarindaki artis daha rahat

gorulebilmektedir. Bu artis Grafik 4.1°deki gibi olmaktadir.
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Grafik 4.1. Eritrosit niikleuslarinda meydana gelen anormallik ortalama degerleri, (MN:
Mikron(kleus, LB: Loblu niikleus, BL: Tomurcuklu niikleus, NT: Centikli niikleus, BN: Binukleat)

Nikleus Anormallikleri
4,5

3,5
2,5

1,5

1
0’3 B I I n

MN LB BL NT BN
m Kontrol 100 ppm ®=200 ppm =300 ppm

Grafikteki verilere gore kontrol grubu icerisinde incelenen 14000 hiicre arasinda MN’li
eritrosit hiicresine rastlanmazken LB, BL NT ve BN’li hiicrelere rastlanmistir. Deney
gruplar icerinde tespit edilen 5 farkli anormallik tiirline ait sayisal veriler akvaryumlara

verilen E. elaterium 6zsuyu doz miktarina gore artis oldugunu gostermektedir.

Dort farkli gruptaki eritrosit icerinde tespit edilen niikleus anormalliklerine ait sayisal
degerlerin gruplar arasindaki farkliligi, istatistiksel olarak her bir grup kendi arasinda

karsilastirildiginda Tablo 4.3’deki gibi olmaktadir.

Tablo 4.3. Eritrositlerde tespit edilen niikleus anormallikleri sayilarimin anlamlilik bilgileri, (MN:
Mikroniikleus, LB: Loblu nlkleus, BL: Tomurcuklu nikleus, NT: Centikli nukleus, BN:
Binukleat)

Nikleus Anormallikleri

Karsilastirma
Gruplar (opm)
PP MN LB BL NT BN
100 ppm P<0,05 P>0,05 P<0,05 P>0,05 P>0,05
Kontrol 200 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
200 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
100 ppm
300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
200 ppm 300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
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Eritrositlerin nlkleuslarinda tespit edilen anormallik sayilarinin anlamlilik diizeyleri
incelendiginde (Tablo 4.3);

Dort  farkli  grupta incelenen eritrositlerde tespit edilen anormalliklerin sayilar
karsilastirildiginda mikroniikleus (MN) degerlerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklili§a sahip oldugu tespit edilmistir (P>0,05).

Dort farkli grupta bulunan eritrositlerden loblu ¢ekirdege (LB) sahip eritrosit sayilari
arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm doz verilen grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmazken (P>0,05), diger gruplar arasinda

anlamli farklilik bulunmustur (P<0,05).

Dort farkli grupta bulunan eritrositlerden tomurcuklu ¢ekirdege (BL) sahip eritrosit sayilar
arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0,05).

Daort farkli grupta bulunan eritrositlerden ¢entikli nlikleus (NT) sayilar arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm doz uygulanan grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (P>0,05), diger gruplar arasinda anlamli bir

farklilik bulunmustur (P<0,05).

Dort farkli grupta bulunan bintikleat (BN) sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine
bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm ve 200 ppm doz uygulanan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (P>0,05), diger gruplar arasinda

anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0,05).

4.1.2. Eritrosit Sitoplazma Anormallikleri

Hiicrelerde yapilan analizlerde eritrosit hiicrelerinin sitoplazmalarinda tespit edilen
anormallik turleri Resim 4.2°deki gibi ve tespit edilen anormalliklere ait sayisal veriler ise

Tablo 4.4’deki gibi bulunmustur.
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Resim 4.2. C. carpio’ya ait eritrositlerde tespit edilen sitoplazma anormallik turleri: Sferosit (a),
Hipokromi (b), Eliptosit (c)

Preparatlarda yapilan taramalarda tespit edilen sitoplazma anormalligi olan eritrositler
incelendiginde ii¢ ¢esit anormallige rastlanmistir. Bu anormallikler; sferosit (eritrosit
sitoplazmasinin tam yuvarlak sekil), hipokromi (eritrositlerde hemoglobin eksikligine dayali

ortaya ¢ikan soluk boyali), eliptosit (eritrositlerin eliptik ve uzamis sekilli).

Tablo 4.4. Eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen anormallik sayilari

Dozlar . Anormallik Cesitleri
Ornek Sayisi S:; yllan
(ppm) ucre . . . . .
Sferosit Eliptosit Hipokromi
Kontrol 7 14000 6 4 10
200 7 14000 18 14 20
300 7 14000 22 20 26

Tablo 4.4’de verilen sayisal verilerde baliklarin eritrosit sitoplazmalarinda meydana gelen

degisikliklerin her bir preparatta sayilan 14000 hiicrede bulunma miktarlar1 verilmektedir.
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Bu veriler dikkate alindiginda eritrosit sitoplazmasinda meydana gelen anormallikler ile
olusan sferosit (yuvarlak sekil) hiicrelerin sayilari sirasiyla 6, 4 ve 10 olarak bulunmustur.
Eliptosit ¢ekirdege sahip eritrositlerin sayilar1 sirasiyla 14, 10 ve 12 olarak bulunmustur.
Hipokromiye sahip eritrositlerin sayilari ise sirasiyla 22, 20 ve 26 olarak bulunmustur. Her
bir grupta sayilan eritrositlerde tespit edilen nlkleus anormalligi bulunan hicrelerin
sayilarinin %o olarak sayisal degeri Tablo 4.5 deki gibidir.

Tablo 4.5. Eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen anormalliklerin sayilarinin %o degerleri

Dozlar Anormallik Cesitleri %o degerleri

(pom) Sferosit Eliptosit Hipokromi

Kontrol 0,42 0,30 0,71
100 1 0,71 0,85
200 1,3 1,0 1,40
300 1,57 1,50 1,90

Her bir grupta sayilan 14000 eritrosit icerisinde, sitoplazmasinda sekilsel olarak anamoli
bulunanlarin sayis1 akvaryumlara verilen E. elaterium 6zsuyu miktarina gore artmaktadir. E.
elaterium 6zsuyu miktarina gore artis gosteren anamoli sayilar1 %o olarak hesaplandiginda
elde edilen sayisal degerler grafik iizerine aktarildiginda bu artis daha rahat gozlenmektedir.

Sitoplazmada meydana gelen anormalliklerin ortalama degerleri Grafik 4.2’deki gibidir.

Grafik 4.2. Eritrosit sitoplazmasinda meydana gelen anormallik ortalama degerleri

Sitoplazma Anormallikleri

2
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Grafikte bulunan veriler incelendiginde eritrositlerin sitoplazmalarinda tespit edilen
anormallik sayilar1 akvaryumlara verilen doz miktar ile artis gostermektedir. Sitoplazma
anormalligi olarak tespit edilen sferosit ve eliptosit sayilari doz miktarina gore artis
gosterirken hipokromili eritrositlerde kontrol grubu ile 100 ppm doz verilen grup arasinda
fazla bir fark bulunmamakta, ancak doz miktar1 arttiginda hipokromili hiicre sayisi
artmaktadir.

Dort farkli grupta sayilan eritrosit icerinde tespit edilen sitoplazma anormalliklerine ait
sayisal degerlerin gruplar arasindaki farklilig: istatistiksel olarak her bir grup kendi arasinda

karsilastirildiginda Tablo 4.6’daki gibi olmaktadir.

Tablo 4.6. Eritrositlerde tespit edilen sitoplazma anormalliklerinin frekans degerlerinin anlamlilik
bilgileri

Sitoplazma Anormallikleri

Karsilagtirma
Gruplar
(Ppm) Sferosit Eliptosit Hipokromi

100 ppm P>0,05 P>0,05 P>0,05
Kontrol 200 ppm P>0,05 P<0,05 P<0,05

300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05

200 ppm P>0,05 P>0,05 P<0,05
100 ppm

300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05
200 ppm 300 ppm P<0,05 P<0,05 P<0,05

Eritrositlerin  sitoplazmalarinda anormallik tespit edilen hiicrelerin sayisal verileri
incelendiginde (Tablo 4.6);

Dort farkli grupta bulunan sferositli hiicrelerin sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine
bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm ve 200 ppm doz verilen gruplar arasinda ve 100 ppm
doz verilen grup ile 200 ppm verilen grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (P>0,05). Diger gruplar arasindaki anlamlilik diizeylerinde ise farklilik

oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Dort farkli grupta bulunan eliptosit sekle sahip eritrosit sayilari arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm doz uygulanan grubu arasinda ve 100
ppm ile 200 ppm doz uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (P>0,05). Diger gruplar arasindaki anlamlilik diizeylerinde ise farklilik

oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Dort farkli grupta bulunan hipokromiye sahip eritrosit sayilari arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile 100 ppm doz uygulanan grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (P>0,05), diger gruplar arasinda anlamli bir

farklilik bulunmaktadir (P<0,05).

4.1.3. Eritrosit Nukleus Hacimlerinin Olgiilmesi

Dort farkli grupta bulunan preparatlarin her birinde 150 adet eritrosite ait hiicre hacmi ile
nlkleus hacmi arasindaki fark alinarak sitoplazma hacmi 6l¢iildiigiinde Tablo 4.7°deki sonug

ortaya ¢cikmaktadir.

Tablo 4.7. Ug farkl1 E. elaterium 6zsuyu derisiminin C. carpio’nun eritrosit alan1 (um?) izerine etkisi

Derisim (ppm) X (um?)+ SX
0,0 59,82 + 3,12
100,0 57,66 £ 2,16
200,0 47,70 £ 6,17
300,0 44,77 + 4,27

X + Sx: Aritmetik ortalama ve standart sapma

Kontrol grubu ile deney gruplarinda bulunan hiicrelerin, hiicre hacmi ile nikleus hacmi
arasindaki farki alinarak her bir preparatta hacmi Olglilen 150 eritrosite ait ortalama
sitoplazma degeri hesaplanmustir. Olgiim yapilan gruplarda kontrol grubunda 59,55 pm?,
deney gruplarinda ise 100 ppm’lik grupta 55,67, 200 ppm’lik grupta 47,59 ve 300 ppm’lik
grupta 45,20 um? olarak dl¢iilmiistiir.

Dort farkli grupta bulunan preparatlarin her birinde 150 adet eritrosite ait hiicre hacmi ile
nikleus hacmi arasindaki fark alinarak sitoplazma hacmi 6l¢iildiigiinde akvaryuma eklenen
E. elaterium 6zsuyu derisim miktarina gore eritrositlerin sitoplazma hacimlerinde meydana

gelen degisim Grafik 3’teki gibi olmaktadir.
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Grafik 4.3. Ortalama sitoplazma hacmi degisimi
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Akvaryum ortamina eklenen E. elaterium 6zsuyu miktar: arttik¢a eritrositlerin sitoplazma

alanlarinda azalma meydana gelmektedir. Bu azalma grafik 4.3’teki gibi olmaktadir.

Gruplarda bulunan hiicrelerin sitoplazma alanlar1 karsilastirildiginda gruplar arasindaki

sitoplazma degerlerinin istatistiksel olarak anlamli oranda degistigi gézlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Farkli E. elaterium 6zsuyu derisiminim C. carpio’nun eritrosit alan1 (um?) (zerine
etkisinin karsilastirilmasi.

Gruplar Karsilastirma (ppm) Sitoplazma Hacmi
100 ppm P<0,05
Kontrol 200 ppm P<0,05
300 ppm P<0,05
200 ppm P<0,05
100 ppm
300 ppm P<0,05
200 ppm 300 ppm P<0,05

Tablo 4.8’deki bilgilere gore;

Her bir grupta bulunan preparatlarda 150 adet eritrositin sitoplazma alan1 hesaplandiginda
ve bu dort farkli grup arasindaki sayisal farkliliklar istatistiksel olarak karsilagtirildiginda
her bir grubun kendi arasinda anlamli bir farkliliga sahip oldugu sonucuna varilmistir

(P<0,05).

Bu farklar karsilastirildiginda akvaryumlara verilen E. elaterium 6zsuyu ppm degeri arttik¢a
sitoplazma  alanimnin  azaldigt gozlenmistir. E. elaterium  6zsuyu eritrositlerin

sitoplazmalarinin kii¢iilmesine neden olmustur.
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Akvaryumlara eklenen 3 farkli dozdaki E. elaterium 6zsuyu igeriginin hiicre sitoplazmasi
igerisinde hiicrenin yapisina gerekli olan maddelerin sentezlenmesini durdurarak hiicrelerin

biliylimesini engelledigi ve sitoplazma alaninin kii¢tildiigii gozlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Balik kan hiicreleri iizerine yapilan ¢aligmalarda eritrosit hiicrelerinin kanda en fazla sayida
goriilen hiicre tipi oldugu tespit edilmistir (Oriin, 2000). Eritrositlerin yapisinda meydana
gelebilecek hasarlar canli iizerinde olumsuz etki biraktigi bilinmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda Ecballium elaterium bitkisine ait olgun meyvelerden elde edilen 6zsuyun
balik eritrositleri lizerine olan etkisi arastirildi. Yapilan bu ¢alismada akvaryum ortaminda
bulunan Cyprinus carpio bireylerine 3 farkli dozda E. elaterium meyve 6zsuyu verilmesi
sonucunda baliklarin kan hiicrelerinde MN olusumu ve kan hiicrelerinin morfolojilerinde

anormallik oldugu tespit edildi.

Yapilan literatiir taramasinda E. elaterium meyvelerinden elde edilen 6zsuyun insanlar

Uzerindeki etkisi Uzerine yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bu ¢aligmalarda;

E. elaterium bitkisine ait meyvelerden elde edilen 6zsuyun, kronik sindiziti bulunan ve
siniizit tedavisine kars1 burun damlasi olarak kullanan hastalarda Cingi, Erkus, Cingi, Baser,
Kecik, Oner, (1983) tarafindan yapilan ¢alismada, bu bitkiyi ait zsuyu kullanan hastalarin
yaklasik % 50’si, Sezik, Kaya, Aydan (1982) tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada ise
hastalarin yaklasik % 71’inde iyilesme oldugu sonucuna vartlmistir. Ekici, Satilmis, Ay,
Dilger, Malyer (1993) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ise hastalarin yaklasik %

62’sinde iyilesme oldugu gorilmiistiir.

Mazokopakis, Karefilakis, Starakis (2009) kronik hastaligi veya hastalik gegmisi bulunan
269 hasta tizerinde gergeklestirdigi ¢alismada, hastalarin % 2,2’sinin E. elaterium bitkisine
ait meyve 6zsuyunu kullandigi ve alerji gegmisi bulunan (1-astim, 1-gida ve 3-ilag alerjisi)

5 hastada ciddi yan etkiler meydana geldigi sonucuna varmislardir.

Cingi ve Sezik adli arastirmagilar tarafindan yapilan iki farkli ¢alismada E. elaterium meyve
O0zsuyunun tedavi edici etkisinin oldugu belirlenmistir. Bu durumun aksine Mazokopakis
tarafindan yapilan ¢alismada astim ve alerjik rahatsizligi olan hastalarda tedavi edici

ozelliginin aksine ciddi yan etkilerinin oldugu sonucuna varilmistir.

Yapilan bu caligmada ise Cingi ve Sezik adli aragtirmacilarin yaptigi calismalarin
sonuglarindan farkli olarak E. elaterium meyve 6zsuyunun balik kan hiicreleri iizerinde MN

olusturdugu ve kan hiicre morfolojilerini olumsuz etkiledigi sonucuna varildi.
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E. elaterium bitkisinin meyve 6zsuyunun hcreler zerindeki genotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in yapilan siirli sayidaki ¢aligmalarda ise, bu bitkiye ait meyve 6zsuyunun
uygulandigi canlilarda toksik etkilere neden oldugu gozlendi. Bu arastirma, E. elaterium ile
yapilan diger genotoksik ¢alismalara uygunluk gostermis ve uygulamalar sonucunda farkli
canlilar iizerinde yapilan ¢aligmalarin sonucunu destekleyen sonuglara ulasildi. E. elaterium

meyve 6zsuyunun toksik 6zelliginin tespit edildigi calismalar asagidaki gibidir:

Celik ve Aslantiirk (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada sogan kok hiicreleri {izerinde E.
elaterium 6zsuyu genotoksik etkilerini arastirilmistir. Farkli dozlarda E. elaterium bulunan
ortamlarda ¢imlendirilen sogan kok hiicrelerinde MN’li hiicreler gozlenmistir. Farkli doz
bulunan ortamlarda ¢imlenen sogan kdk hiicrelerinde tespit edilen MN sayisinin doz

miktarina bagl olarak artis gosterdigi tespit edilmistir.

Shabbar ve Maslat (2009) tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada ise, E. elaterium meyve
Ozsuyunun (Mus musculus) fareler {izerindeki etkisi aragtirilmistir. Yapilan ¢alismada 8
farkli dozlarda hazirlanan meyve 6zsuyu 32 farkli fareye oral yoldan uygulanmistir.
Farelerden alinan kan 6rnekleri incelendiginde E. elaterium meyve 6zsuyunun hicrelerde
MN olusumuna neden oldugu gozlenmistir. Calisma sonucunda hiicrelerde olusan MN

sayisinin meyve 0zsuyunun doz miktarindaki artisa bagli oldugu sonucuna varilmistir.

Yapilan bu calismada ise kontrol grubuna gore, akvaryumlara eklenen 6zsuyun doz
miktarina bagli olarak C. carpio bireylerine ait eritrosit ¢cekirdeklerinde meydana gelen MN

ve kan hiicre morfelojilerinde meydana gelen anormallik sayisinda anlamli bir artis bulundu.

Nepomuceno, Ferrari, Spano, Centene (1997) tarafindan C. carpio bireyleri Gizerinde yapilan
caligmada, U¢ farkli havuzda bulunan baliklar ii¢ farkli dozda metalik civaya (Hg0) maruz
birakilmistir. Farkli dozlara maruz birakilan baliklardan alinan kan ile hazirlanan
preparatlarda MN olustugu gozlenmistir. Balik kan hiicrelerinde meydana gelen MN

sayisinin akvaryumlara eklenen civa doz miktarina bagl oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bu ¢alismada baliklara verilen E. elaterium meyve 6zsuyunun neden oldugu MN’li
hiicre sayis1t Nepomuceno ve ark. (1997) tarafindan yapilan g¢alismaya benzer olarak

baliklara uygulanan etken maddenin doz miktar1 ile dogru orantili olarak arttig: tespit edildi.

Yapilan bu ¢alismada, 4 farkli grupta bulunan preparatlarda eritrositlere ait sitoplazma

alanlar ol¢iildiigiinde ve 4 farkli grupta yapilan dlgtimler karsilastirildiginda akvaryumlara
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verilen E. elaterium 6zsuyu ppm degeri arttik¢a hiicrenin sitoplazma alaninda bir azalma

oldugu tespit edildi.

Gregory (2003) tarafindan belirlenen standart olgiilerde eritrosit hiicre alan1 68,99 pm?,
niikleus alan1 9,90 pm? ve sitoplazma alan1 59,09 pm? olarak verilmistir. Yapilan bu
calismada ise kontrol grubunda bulunan eritrositlerin sitoplazma alanlar1 59,82 pm? olarak
bulundu. Kontrol grubunda bulunan eritrositlerde belirlenen sitoplazma alani ile Gregory,
(2003) tarafindan belirlenen sitoplazma alani karsilastirildiginda kontrol grubunda tespit

edilen bu degerin normal bir eritrositin sitoplazma alanina yakin bir deger oldugu goruldu.

E. elaterium bitkisine ait meyve 6zsuyu, kok ve yapraklarinda yapilan ¢alismalarda 8 farkli
kukurbitasin bulundugu tespit edilmistir (Atasu, 1985). Bu bitkiden sentezlenen
kukurbitasinler {izerine bazi calismalar yapilmistir bu calismalardan birisi asagida

verilmistir;

Yilmaz (2016), yaptigi bir calismada E. elaterium bitkisine ait meyve 0zsuyundan
kukurbitasin sentezleyerek bu kukurbitasinlerin kanser hastalar1 iizerindeki etkisi
arastirmistir. Yapilan caligmada sentezlenen kukurbitasin I'nin kanser hasatlar iizerinde

etkili oldugu belirlenmistir.

Yapilan bu c¢alismada ise E. elaterium 6zsuyu igerigi olan kukurbitasinlerden herhangi biri
sentezlenmeden 6zsu dogrudan kullanildi. Bitkiye ait 6zsuyun igeriginde bulunan
kukurbitasinlerden hangisinin C. carpio kan hiicrelerinde anormallilere neden oldugu tam

olarak bilinmemektedir.

Nepomuceno ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada C. carpio bireylerinden
hazirlanan preparatlarda 2000 adet hiicre sayilarak tespit edilen MN sayisi 1000 hiicre

Uzerinden %o olarak hesaplanmustir.

Yapilan bu calismada tespit edilen niikleus anormalligi ve sitoplazma anormalligine ait
sayllar %o olarak hesaplandiginda elde edilen veriler ile Nepomuceno ve ark. (1997)

tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen veriler arasinda benzerlik oldugu tespit edildi.

Witeska tarafindan 2004 yilinda yapilan “C. carpio bireylerinde bakir, ¢inko, kadmiyum ve
kursunun eritrosit morfolojisi lizerine etkilerinin” arastirildigi bir ¢alismada bakirin eritrosit
morfolojileri Uzerine énemli bir etkisinin olmadig1 ancak ¢inko, kadmiyum ve kursunun

eritrositlerin sitoplazma alanlarinda artisa neden oldugu belirlenmistir.
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Yapilan bu g¢aligmada ise Witeska (2004)’nin ¢aligmasindan farkli olarak eritrositlerin
sitoplazmalarinda kii¢iilme oldugu belirlenmistir. Cinko, kadmiyum ve kursunun etkisinde
C. carpio bireylerine ait eritrosit alanlar1 artarken, yapilan ¢alismada E. elaterium bitkisine

ait meyve 6zsuyu etkisinde azalma oldugu tespit edildi.

Yapilan bu ¢alismada dort farkli gruba ait preparatlarda sayilan eritrositlerde, anormallik
bulunan hiicre sayilarinin SPSS programinda istatistiksel olarak analizi yapildi. Anormallik
bulunan hiicre sayilarinda bagimli gruplarin karsilagtirilmasi Arikan, Gulten, Yakut (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan yonteme benzer olarak yapildi. Arikan tarafindan
yapilan ¢alismada anormallik tespit edilen hiicre sayilar1 %o olarak hesaplanarak elde edilen
sayisal verilerin bagimli gruplar arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildi. Yapilan
calismada ise Arikan ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak anormallik
bulunan hiicrelerin sayisal degerleri %o olarak hesaplandi ve elde edilen verilerin bagimli
gruplar arasindaki anlamlilik diizeylerine SPSS programinda tek yonlii varyans analizi testi

kullanilarak bakildi (P<0,05).

Literatlrde bulunan E. elaterium 6zsuyunun diger canlilar tizerindeki etkisinin incelendigi
caligmalar ile karsilastirildiginda E. elaterium bitkisine ait olgun meyvelerden elde edilen
6zsuyun canlilar tizerinde olumlu etkilerinin yaninda olumsuz etkilerinin de oldugu tespit
edildi. C. carpio bireylerinin bulundugu ortama eklenen E. elaterium 6zsuyunun, C. carpio
kan hiicreleri lizerinde meydana getirdigi hasarlar incelendiginde ve hiicrelerde meydana
gelen hasarlar literatiirde bulunan farkli ¢alismalar ile karsilastirtildiginda E. elaterium
6zsuyunun C. carpio kan hicreleri Uzerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi sonucuna

varildi.
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6. ONERILER

Bitkilere ve bitkisel kaynakli ilaglara olan giiven geg¢mis yillardan giinlimiize artarak
gelmektedir. Insanlar tibbi agidan tedavi yéntemi bulamadig1 veya tedavi masraflarinin ok
oldugu durumlarda ¢areyi bitkilerde aramaktadir. Tedavi edici 6zelligi olduguna inanilan
bitkiler insanlar tarafindan bilingsizce kullanildiginda bazi durumlarda tedavi edici

0zelliginin yaninda insanlar iizerinde ciddi hasarlar biraktig1 da bilinmektedir.

Ibn-i Sind ve Baytop gibi tibbi bitkiler iizerine calismalar yapan ve eserler yazan bilim
insanlariin eserlerinde ismi gegen bitkiler iizerine yapilan ¢alismalar yapilmalidir. Tedavi
edici ozelligi olan bitkiler lizerine yapilan ¢aligmalar ile kan hiicreleri lizerine olumsuz
etkileri olan bitkiler belirlenmelidir. Kan htcreleri Gzerine olumsuz etkileri olabilecek

bitkilerin belirlenmesi sonucunda insanlarin bu bitkileri bilingsizce kullanmalar1 6nlenebilir.

E. elaterium bitkisine ait meyvelerden elde edilen 6zsuyun ve koklerinden elde edilen
merhemlerin detayli bir sekilde ¢alisilmasi, bitkiye ait 6zsuyun igeriginin daha ayrintili
olarak kesfedilmesi tibbi bir bitki olarak degerlendirilmesi i¢in dnemli bir kaynak olacaktir.
Ayrica halk arasinda yayilan bazi olumsuz goriisler, diizensiz sehirlesme ve iklim
degisiminden kaynaklanan etkilere bagli olarak Turkiye’de yetismekte olan birgok tibbi

0zelligi bulunan bitki yok olma tehlikesi altindadir.

Ulkemizde yetisen ve tedavi amagli kullanilan bitkiler zamanla yok oldugu i¢in bu bitkilerin
halk tarafindan yaygin olarak kullanimi ve 6zellikle de bazi hastaliklara kars1 kullanimina
ait bilgiler zamanla yok olmaktadir. Turkiye’de yetisen E. elaterium gibi bitkilerin tibbi
degerlerinin daha rahat anlasilmasi ve geleneksel tip amaciyla daha rahat kullanilabilmesi

i¢cin genis kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

E. elaterium bitkisinin Cucurbitaceae familyasina 6zgli kukurbitasin adiyla bilinen
triterponik bilesenlerden birgogunu igermektedir. Yapilan ¢alismalarda kukurbitasin E-D-I-
G-H-B-L ve A olmak iizere 8 adet kukurbitasin bulunmustur. Yaptigimiz calismada E.
elaterium 6zsuyu dogrudan kullanildigi i¢in balik eritrositlerine E. elaterium bitkisine ait
kukurbitasinlerden hangisinin etki ettigi tam olarak bilinmemektedir. E. elaterium
0zsuyunun iceriginde bulunan 8 farkli kukurbitasinlerden her biri tek tek sentezlenerek balik

kan hiicreleri lizerindeki etkisi ayrintili olarak incelenmelidir.
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E. elaterium bitkisinin halk tarafindan daha giivenilir bir sekilde kullanilabilmesi i¢in daha

kapsamli arastirmalarin da gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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1I. International Scientific and Vocational Studies Congress

ACI KAVUN (ECBALLIUM ELATERIUM L. 1758)’UN SAZAN (CYPRINUS CARPIO
L. 1758) BALIKLARI UZERINDEKI MiIKRONUKLEUS OLUSUMUNA VE KAN
HUCRE MORFOLOJILERINE ETKIiLERI

Emin SEYFIi!, Muhammet GAFFAROGLU?

! Ahi Evran Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Kirsehir

seyfiemin@gmail.com

2 Ahi Evran Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Kirsehir
Ozet mgaffaroglu@gmail.com

Gegmiste ve giinimiizde hastaliklarin tedavisinde diger tedavi se¢eneklerinin yani sira bitkiler ve
bitkisel ilaglardan da yararlanilmaktadir. Bu bitkilerden birisi olan act kavun, aci kelek ve seytan
kelegi de denilen Echallium elaterium bitkisi siniizit, egzama gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kullanildiginda tedavi edici 6zelliginin yanisira, insanlar lizerinde ciddi biyolojik
hasarlar da biraktig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada, aci kavun meyvelerinden elde edilen 6zsuyun sazan
baliklarimin  hiicre morfolojilerine etkisinin olup olmadigi ve mikroniikleus olusumuna etkisi
amaglanmustir. Uygulama 3 doz ve 1 kontrol grubu olmak tizere 4 grup iizerinde yapildi. Ug farkli doz
grubuna ait akvaryumlara sirasiyla 100, 200 ve 300 ppm dozlarda aci kavun 6zsuyu 72 saat uygulandi.
Baliklardan kan yayma preparatlart hazirlandi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda taranarak
balik kan hiicrelerinin mortolojilerinde meydana gelen degisiklikler ve mikroniikleus olusmus kan
hiicreleri tespit edildi. Deney grubuna ait preparatlarda yapilan taramalarda tespit edilen hiicreler ile
kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojileri arasinda farkliliklar oldugu gozlendi. Sonu¢ olarak aci
kavun 6zsuyunun sazan baligi kan hiicrelerinde béliinme esnasinda mikroniikleus olusumuna neden
oldugu ve kan hiicrelerinin morfolojilerinde bazi bozukluklara neden oldugu tespit edildi. Bu veriler
ile ac1 kavun dzsuyunun genotoksiteye neden oldugu dustiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ecballium elaterium, Cyprinus carpio, Mikroniikleus, Eritrosit morfolojisi

THE MICRONUCLEUS ASSAY AND BLOOD CELL MORPHOLOGY IN CARP
(CYPRINUS CARPIO 1L..1758) EXPOSED TO SQURTING CUCUMBER (ECBALLIUM

ELATERIUM L..)
Abstract

Along with the other treatment options in the treatment of patients in the past and today, plants and
plant-based medications are being utilized. One of these plants, bitter melon, Echallium elaterium and
also referred to as the bitter unripe melon and the squirting cucumber. It is also seen that along side its
therapeutic properties when used, it leaves serious biological damage on human. This study aims to
see whether the juice acquired from these bitter melon fruits have any effect on the morphologies of
the cells of carp and its effect on micronucleus formation. It was administered in 4 groups, of which 3
were dosage groups and 1 was a control group. The bitter melon juice was administered over the
course of 72 hours in 100, 200, and 300 ppm doses to the aquariums belonging to the three different
dosage groups. Blood smear preparations were made from the fish. By scanning the prepared
preparations under a microscope, the changes that occurred in the morphologies of the blood cells of
the fish and the blood cells in which micronucleus formed were identified. In the preparations
belonging to the control group, it was seen that there were differences between the cells identified in
the scans and the morphologies of the cells in the control group. As a result, it was determined
that bitter melon juice leads to micronucleus formation during the division in blood cells of carp and
that it leads to some disorders in the morphologies of blood cells. With these data, it is thought that
bitter melon juice causes genotoxicity.

Key words: Ecballium elaterium, Cyprinus carpio, Micronucleus, Erythrocyte morphology.
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