T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

INCI KEFALI (Alburnus tarichi GULDENSTADT, 1814)’NiN OZAFAGUS VE
BAGIRSAGINDA APOPTOZ VE HUCRE PROLIFERASYONUNUN UREME
GOCU SIRASINDA ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Sait CEYLAN
DANISMAN: Dog. Dr. Burak KAPTANER

VAN-2018



T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

INCI KEFALI (Alburnus tarichi GULDENSTADT, 1814)’NiN OZAFAGUS VE
BAGIRSAGINDA APOPTOZ VE HUCRE PROLIFERASYONUNUN UREME
GOCU SIRASINDA ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Sait CEYLAN

Bu calisma Van Yiiziincil Y11 Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan FYL-2018-6892 No’lu proje olarak desteklenmistir

VAN-2018



KABUL VE ONAY SAYFASI

Biyoloji Anabilim Dali'nda Dog. Dr. Burak KAPTANER damismanlhiginda, Sait
CEYLAN tarafindan sunulan “inci kefali (Alburnus tarichi Giildenstiidt, 1814)’ nin
Ozafagus ve Bagirsaginda Apoptoz ve Hiicre Proliferasyonunun Ureme Gogii
Sirasinda  Arastirilmasi” isimli bu ¢ahsma Lisansisti Egitim ve Ogretim
Yonetmeligi'nin ilgili hikimleri geregince 09/11/2018 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan oy birligi ile basarili bulunmug ve yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmigtir.

Bagkan: Prof. Dr. Giiller UNAL Imza:

Uye: Dog. Dr. Atilla DURMUS imza: W
Uye: Dog. Dr. Burak KAPTANER imza: . B
BN o e b T TS imza:

R v emra e s imza:

Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu'nun /6..///./ Zoi5 tarih ve ,?plf/‘j'.?rll‘
sayil1 karan ile onaylanmugtir.




TEZ BILDIRIMI

Tez i¢indeki bitiin bilgilerin etik davrams ve akademik kurallar gergevesinde
elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallanina uygun olarak hazirlanan bu
¢alismada bana ait olmayan her tiirli ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yapildigini bildiririm.

“7

Sait CEYLAN



OZET

INCI KEFALI (Alburnus tarichi GULDENSTADT, 1814)’NiN OZAFAGUS VE
BAGIRSAGINDA APOPTOZ VE HUCRE PROLIFERASYONUNUN UREME
GOCU SIRASINDA ARASTIRILMASI

CEYLAN, Sait
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Burak KAPTANER
Kasim 2018, 30 sayfa

Bu ¢alismada, Van Golii’niin yiiksek derecede alkali ve tuzlu olan suyundan tath
suya gog¢ eden inci kefalinin 6zafagus ve bagirsak epitelindeki hiicresel yanit, apoptoz
ve hiicre proliferasyonu ile arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda balik, Van Golu’nden,
cay (Karasu) girisinden ve cayin iist kismindan 6rneklendi. Ozafagus epitelinde
apoptotik hiicrelerin rastgele dagilim gosterdigi ve apoptotik indeks (Al)’in, gol ve
caydan yakalanan bireyler arasinda farklilik gostermedigi belirlendi. Bu hcrelerin,
caydan orneklenen baliklarin bagirsaginda villus epiteli boyunca arttigi ve villuslarin ug
bolgelerinde lokalize olduklar1 gozlendi. Al’nin cay girisinden ve ¢aym iist kismindan
orneklenen bireylerin 6n ve orta bagirsak epitellerinde ve bagirsak epiteli boyunca
yiikseldigi tespit edildi. Ozafagus epitelinde prolifere olan hiicrelerin rastgele
dagildiklar1 ve proliferasyon indeksi (PI)’nin tatl su ortamimda dereceli bir sekilde
azaldig1 belirlendi. Prolifere olan epitel hucrelerinin bagirsak villuslarinin bazal
bélgesinde ve iki villus arasindaki cukur bolgede lokalize olduklar1 gozlendi. Pi’nin,
cay girisinden Orneklenen baliklarin 6n bagirsak epitelinde ve bagirsak epitelinin
genelinde yiiksek oldugu, ¢ayin list tarafindan 6rneklenen baliklarin intestinal epitelinde
ise degismedigi belirlendi. Sonug olarak, inci kefalinde tatli suya aklimasyon sirasinda
Ozafagus epitelinde goOzlenen hiicresel degisimlerin, diger Orihalin tiirlerden farkli
oldugu gozlendi. Tatli suya uyum sirasinda bagirsak epitelinde belirlenen hiicre
doniisimiine ait modifikasyonlar, epitelin permeabilitesi, hormonal duzenlenme ve

oksidatif metabolizma ile iliskili olabilir.

Anahtar kelimeler: Alburnus tarichi, Apoptoz, Bagirsak, Hiicre proliferasyonu,
Ozafagus, PCNA, TUNEL






ABSTRACT

INVESTIGATION OF APOPTOSIS AND CELL PROLIFERATION IN THE
ESOPHAGUS AND INTESTINE OF PEARL MULLET (Alburnus tarichi
GULDENSTADT, 1814) DURING REPRODUCTIVE MIGRATION

CEYLAN, Sait
Master Thesis, Biology Science
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burak KAPTANER
November 2018, 30 pages

In this study, cellular response in the epithelia of the esophagus and intestine of
pearl mullet that migrated from the highly alkaline and brackish water of Lake Van to
fresh water were investigated by apoptosis and cell proliferation. Toward this aim, the
fish were caught from Lake Van or upstream and at the entrance of a stream (Karasu) In
the esophagus epithelium, apoptotic cells were observed as randomly distributed and the
Al displayed no differences between fish from the lake or the stream. Those cells were
determined to increase through the villus epithelium and become localized in the villus
tips in the intestine of fish from the freshwater. The Al increased significantly at the
anterior or mid-intestine epithelia and throughout the intestine epithelium, whereas it
remained unchanged in the posterior intestine epithelium of fish from both upstream and
at the entrance of the stream. In the esophagus epithelium, proliferating cells were
observed as distributed randomly and the PI values decreased gradually in fish from
freshwater. In the intestine, the proliferating epithelial cells were localized mainly in basal
areas and troughs of the intestinal folds. The PI increased significantly in the anterior
intestine epithelium or throughout the intestinal epithelium of fish collected from the
entrance of the stream; however, it did not change along the intestinal epithelium of fish
collected upstream. In conclusion, it was observed that cellular changes in the esophagus
epithelium during acclimation to freshwater in pearl mullet differed from other euryhaline
fish species. Modifications of the cell turnover in the intestinal epithelium during
acclimation to freshwater might be related to epithelial permeability, hormonal

regulations or oxidative mechanisms during acclimation to freshwater.

Keywords: Alburnus tarichi, Apoptosis, Cell proliferation, Esophagus, Intestine,
PCNA, TUNEL






ON SOz

Van Go6li Havzasi’nda yasayan bir balik tiirii olan inci kefali (Alburnus tarichi),
ekstrem kosullarda yasayabilmesi, anadrom karaktere sahip olmasi ve endemik bir tiir
olmas1 sebebi ile biyolojik a¢idan oldukga dikkat ¢ekici bir tiirdiir. Bu balik tlr(, bir lav
set golu olma o6zelligi gosteren ve Diinya’nin en biiyiik soda golii olan, Van Go6li’nin
yuksek alkali ve tuzlu suyunda yasayabilme yetisine sahip tek omurgali hayvan tiirtidiir.
Van Goli’nde kislayan inci kefali, bahar mevsimi yaklastiginda gole dokiilen tath
sulara yonelir ve Mayis-Haziran aylarinda gole dokilen akarsulara giris yapar. Balik
zorlu bir go¢ yolculugu sonrasinda, iiremesini tatli suda gergeklestirir ve Uremesini
tamamladiktan sonra tekrar Van Goli’'ne doner. Az 6nce de bahseldildigi gibi bu goc
yolculugu oldukca zorludur ¢linkil balik uzun bir siire kisladigi Van Goli’niin alkali ve
tuzlu suyundan tathh suya gegerken, bir aklimasyon (uyum, aligma) slreci gecirir
dolayisiyla bir ozmotik strese maruz kalir. Ayni zamanda akarsuya karsi yiizerek
fiziksel performans gosterir. Akarsuya gecgen inci kefalleri daha sonra Gremek igin
uygun alanlar aramaya baslar. Bu esnada predator tiirler (6rnegin martilar) ve illegal
avcilik yapan insanlar ile de miicadele ederek nihayetinde Uremesini gerceklestirir.
Baligin neslini siirdiirmek i¢in gergeklestirdigi gé¢ davranigi ve sahip oldugu fizyolojik
ve biyokimyasal adaptasyon becerisi, basarili bir ireme aktivitesi ile sonuglanir. Balik
bu 6nemli biyolojik 6zelliklerinden baska, bolgede yasayan insanlarin sofrasini susleyen
onemli bir besin kaynagidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore yillik ortalama
dokuz bin ton civarinda avlanilan bu balik, balik¢ilik yapan ve balik ticareti ile ugrasan
insanlarin ge¢im kaynagidir. Ote yandan baligin sergiledigi gd¢ davranisi,
dogaseverlerin ilgisini ¢ekerek bolgeye gelmelerini saglar. Yani inci kefali hem bélge
ekonomisine hem de bolgedeki eko-turizm faaliyetlerine onemli katkilar saglar.
Yukarida s0z edilen birgok nedenden dolayi, inci kefalinin biyolojisinin 6grenilmesi ve
Ogrenilen bilgilerin bilim diinyasina kazandirilmasi oldukg¢a 6nemli ve gereklidir. Bu tez
calismasinda, Van Goli’nden akarsuya go¢ eden inci kefalinin 6zafagus ve bagirsak
epitelinde, hiicre proliferasyonu ve apoptozda meydana gelen degisimlerin arastirilmasi
amaglandi. Bu amag i¢in, balik golde iken (Ureme 6ncesi) ve akarsuya gectikten sonra
(ireme donemi) alman dokularin epitel tabakalarinda apoptotik indeks ve hicre

proliferasyon indeksi hesaplanarak, karsilastirildi. Boylece baligin 6zafagus ve bagirsak



dokularinin, Greme gogii sirasinda meydana gelen cevresel degisimlere, verdigi hiicresel
yanit hakkinda bilgi edinildi ve sonuglar tartisildi. Yapilan ¢aligmanin gelecekte bu
balik tiiriinde yapilacak benzer calismalar igin temel olusturacagi ve bilimsel literatiire
katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Bu tez caligmasi yapilirken, her turlu destek ve yardimimi esirgemeyen kiymetli
hocam Dog. Dr. Burak KAPTANER’e ve manevi desteklerini benden eksiltmeksizin
yanimda olan degerli aileme tesekkiir ederim.

Bu c¢alisma, Van Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje kodu: FYL-2018-6892). Projeye
verdigi maddi destekten dolayr, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi’ne de ayrica tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Hayvanlarda go¢, enerji rezervlerinin biiyiimeye, liremeye ve organizmanin
hayatta kalmasina aktarildigi, diger bir deyisle yliksek derecede enerji gereksinimin
oldugu, bir olaydir (Constantini, 2008). Anadrom inci kefali (Alburnus tarichi
Giildenstddt, 1814), iiremek i¢in bahar aylarinda (yogunluklu olarak Mayis) Van
Gélii’nden tatli sulara gd¢ eden, endemik bir Cyprinidae turtidir. inci kefalinin yasaminin
biiyiik bir boliimiinti gecirdigi ve kisladigi Van Goli’niin suyu alkali (pH: 9.8) ve tuzlu
(%0 22) olmasi sebebi ile oldukga ekstrem bir gevre teskil eder ve inci kefalinden bagka
bir omurgali hayvana yasama olanag tanimaz. Inci kefali de, diger hayvanlarda oldugu
gibi, gerceklestirdigi go¢ esnasinda bir¢ok zorlukla karsilasir. inci kefali tath suya goc
ederken ozmotik bir stres yasar ve bunun iistesinden gelebilmek i¢in, fizyolojik ve
biyokimyasal adaptasyonlar gdsterir. Balik uygun iireme alanlar1 bulmak i¢in ¢iktig1 goc¢
yolculugu sirasinda akarsu akintisina karsi koyar ve normalden daha fazla bir fiziksel
aktivite gosterir (Danulat ve Selcuk, 1992; Danulat, 1995). Tatli suya go¢ esnasinda,
sudaki fiziko-kimyasal degisimler ile iliski olarak balikta fizyolojik bir stres meydana
gelir (Arihan ve ark., 2016). Omurgali hayvanlar gé¢ davranisi esnasinda nasil ki enerjiye
ihtiyac duyuyorlarsa, iireme faaliyeti sirasinda da enerjiye, zamana ve besin maddelerine
ihtiyac duyarlar (Alonso-Alvarez ve ark., 2004). Dolayisiyla inci kefalinin de basarili bir
iireme aktivitesi i¢in enerji harcamasi gerekir. Inci kefalinin gerceklestirdigi goc
sirasinda, mart1 gibi predatdr tiirler ve illegal avcilik yapan insanlar tarafindan tehdit
edilmesi de karsilastigi giicliikler arasindadir. Yukarida sozii edilen birgok nedenden
dolay1, inci kefalinin gergeklestirdigi anadrom go¢ davranisi, go¢ biyolojisinin
anlagilmasi1 ve bu alanda yapilan c¢aligmalar i¢in, énemli bir model organizma olarak
kullanimina olanak saglar. Yani inci kefalinin iireme gogii esnasinda biyolojisinde
meydana gelen degisimlerin Ogrenilmesi ve bunlarin altinda yatan sebeplerin
aydinlatilmasi, hem tiiriin kendisi agisindan hem de bilimsel literatiire katki yapilmasi
acgisindan oldukca onem teskil eder.

Baliklarda sindirim kanali hem sindirim hem de osmoregiilasyon ile iligkilidir
(Meister ve ark., 1983; Ciccotti ve ark., 1993; McCormick, 2001; Tyler ve Grosell, 2006).

Gegmiste farkli balik tiirleri ile yapilan bilimsel ¢alismalar, sindirim kanalinin 6zafagus



ve bagirsak boliimlerinin, tuzluluk degisimi (Takahashi ve ark., 2006a), Kirleticilere
maruz kalma (Ferrando ve ark., 2005) gibi eksternal faktorlere ve hormonlar (Takhashi
ve ark., 2006b) gibi internal faktorlere kars1 hassas oldugunu gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda, dikkat ¢ekici biyolojik 6zelliklere sahip olan inci kefalinin
Van Golu’nin alkali ve tuzlu suyundan tatli suya gogii sirasinda, 6zafagus ve bagirsak
epitelinde meydana gelen hiicresel yanitin arastirilmasi amaglandi. Bu amag icin lireme
donemi Oncesinde Van Golii’nden, iireme doneminde ise balifin gog¢ ettigi Karasu
Cayr’nin girisinden ve iist tarafindan yakalanan bireylerin 6zafagus ve bagirsak epitelinde
apoptoz ve hicre proliferasyonu kantifiye edildi. Bu dokulardan alinan histolojik
kesitlerde apoptotik ve prolifere olan hiicrelerin isaretlenmesi igin, olduk¢a popdler
yontemler olan TUNEL (terminal deoksinikleotidil transferaz aracili ¢entik ug
isaretleme) ve PCNA (gogalan hiicre c¢ekirdek antijeni) boyamalar1 tercih edildi.
Calismada farkli 6rnekleme bolgelerinden (Van Golii ve Akarsu) her iki degiskene ait
elde edilen veriler karsilastirilarak, elde edilen bulgularin sebepleri tartisildi. Bu
caligmadan elde edilen bulgularin baligin biyolojisine ve bilimsel literatiire katki

saglayacag1 kanaatindeyiz.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Bazi balik tiirleri hem tatli sularda, hem de tuzlu sularda yasarlar ve bu iki ¢evre
arasinda ritin olarak go¢ ederler. Katadrom baliklar deniz suyunda yumurtadan ¢ikarlar,
juvenil olduklarinda tatli suya go¢ ederler ve tremek icin okyanusa geri ddnmeden dnce
burada erginlesirler (6rn.: Anguilla sp., Liza ramada, Platichthys flesis). Anadrom
baliklar ise tatli sularda diinyaya gelirler, jiivenil olduklarinda okyanuslara go¢ ederler ve
burada erginlestikten sonra tekrar iiremek igin tath sulara gé¢ ederler (6rn.: Oncorhyncus
gorbuscha, Oncorhyncus keta) (Obande ve ark., 2014; Binder ve ark., 2015; Kipanyula
ve Maina, 2016). Tath ve tuzlu su gevresi arasindaki gegisler, baliklarda anatomik
degisimlere yol agar. Bunlardan bazilari, viicut sekli ve uzunlugunda degisim,
pigmentasyonda degisim, maksilla, mandibula ve dil {izerinde dislerin ortaya ¢ikmas1 ve
gelismesi, kloak agikligina bitisik olan bag dokusu kivrimlarinin seklinde degisim, pelvik
yiizgecin aksillar uzantisinda degisim ve pullarda biiyiime gibi degisimlerdir. Tatli ve
tuzlu su ekosistemleri arasindaki gog, anatomik degisimlere ek olarak, bazi1 organlarda
morfolojik degisimlere de yol agar. Bu organlar arasinda, solungaclar, bébrekler ve
sindirim sisteminin O0zafagus ve bagirsak boliimleri sayilabilir (Kipanyula ve Maina,
2016).

Tatli ve tuzlu su ortamlar1 arasinda gegis sirasinda sindirim kanalinda meydana
gelen histolojik degisimler ve bu degisimlerin nedenlerinden bahsetmeden 6nce,
baliklarda sindirim sisteminin yapis1 ve fonksiyonuna deginmemiz yerinde olacaktir.
Baliklarda sindirim sistemi temel olarak sindirim kanal1 ve sindirim bezlerinden (gastrik
- intestinal bezler, karaciger ve pankreas) olusur. Bununla birlikte, bu kisimlarin
farklilasma derecesi ¢ok yakin tiirler arasinda bile, belirgin olarak farklilagir. Sindirim
kanal1, agizdan antise kadar uzanan, bazi formlarda sarmalli ve segmentli, bazilarinda ise
diiz ve farklilasmamis bir tiip seklindedir. Sindirim kanalinda, agiz boslugu, farinks,
ozfagus, mide ve bagirsak ayirt edilebilen boliimlerdir. Ote yandan, siprinidler
(Cyprinidae) gibi bircok balik tiirii gergek bir mideye sahip degildirler sadece n bagirsak
kisminda bir genislemeye (intestinal bulb) sahiptirler. Baliklarda sindirim kanali
duvarinin histolojik yapisi, genellikle yiiksek omurgalilardakine benzerdir ve dort temel

tabakadan olusur. Bu tabakalar da kendi icerisinde, 1s1tk mikroskobu altinda



tanimlanabilen, daha alt tabakalara ayrilir. Bu tabakalar ve bunlarin alt tabakalari

sunlardir:

1. Mukoza (a. mukoza epiteli, b. bazal lamina, c. lamina propriya, d. muskularis mukoza)

2. Submukoza (a. stratum kompaktum, b. stratum granulosum)

3. Muskularis (a. halkasal kas tabakasi, b. boyuna kas tabakasi)

4. Seroza (a. tella subseroza, b. ser6z membran) (Sekil 1) (Takashima and Striissman,
1995)

Dorsal mezenter - :
A Viseral periton

Boyuna kas

Halkasal kas

#. Muskularis
mukoza

. A
Lamina propriya ————  Submukoza

Epitel

Sekil 1. Baliklarin sindirim kanalinda doku tabakalarinin organizasyonu (Buddington ve
Kuz’mina, 2000).

Ozafagus epiteli cok kathidir, esas olarak kiibik hiicreler ile birlikte mukus
salgilayan goblet hiicrelerinden olusur ve bazen lenfositleri icerir. Ozafagusta
submukoza, bag dokusunun fazla olmasindan dolay1r kalindir. Cizgili kas fibrileri iki
tabaka halinde goriilebilir. Sindirim kanalinda ¢izgili kasin goriildiigli diger bir bolge ise
yalnizca anal sfinkterdir. Bazi tiirlerde ¢izgili kas, 6zafagus kuyruk tarafina dogru
uzandikca, dereceli olarak yerini diiz kasa birakir. Ote yandan baz tiirlerde ise ¢izgili kas
Ozafagus boyunca goriilebilir hatta 6zafagusun kavdal ucuna dogru daha da gelisebilir,
buna 6rnek olarak sazanda 6zafagusun genislemis terminal ucu verilebilir (Buddington

ve Kuz’mina, 2000).



Baliklarda bagirsak, sindirim yiizeyini artiran ve miktar1 proksimalde artarken
distalde ise azalan villuslar ile doselidir. Bagirsakta sindirim yiizey alaninin artirilmasina
yonelik farkli stratejiler mevcuttur. Bunlara uzun bagirsak boyu, daha kompleks mukoza
yapisi, pilorik ¢ekalarin varligi ve spiral bir valfin gelisimi, 6rnek olarak verilebilir.
Bagirsagin basit epitelinde hakim olan hiicre tipi, emilim yapan silindirik enterositlerdir.
Bazen kiibik olabilen bu hiicreler, bazi ilkel tiirlerde silli olabilmektedirler. Kutuplasma
gosterdigi diisiiniilen bu hiicrelerin, bagirsagin liimenindeki i¢erige maruz kalan apikal
yiizeyleri, suda c¢oziinebilen besinlerin son hallerinin tamamlanmasini saglayan,
enzimlere sahiptir. Apikal ylizeydeki transporter ad1 verilen diger proteinler ise yapitasi
bilesenlerinin emiliminden sorumludur. Bazolateral yiizey, kandan besinlerin taginimini
gergeklestiren, farkli grup tasiyici proteinler dahil olmak iizere, baska bir dizi fonksiyonel
proteine sahiptir. Membran sindirimi terimi, enterositlerin enzimler ve mukoza tabakasini
ortiicii ozellikleri ile baglantili, fonksiyonel aktivitelerini tanimlamak i¢in kullanilir.
Intestinal epiteli olusturan enterositler siirekli yenilenirler. Yeni enterositler prolifere olan
kok hiicrelerden villusun tabaninda tiretilir. Enterositler arasinda yayilim gdsteren goblet
hiicreleri, salg1 graniilleri ile doludur. Goblet hiicrelerinden salgilanan mukus ve diger
sindirim salgilari, epiteli Orten bir sinir tabakas1 olusturur ki buna glikokaliks ad1 verilir.
Bagirsak epitelindeki diger hiicreler, makrofaj gibi bagisiklik ile iliskili hiicreler ve
endokrin salg1 fonksiyonuna sahip olan hiicrelerdir. Bagirsagin submukoza tabakasi, bag
dokusunu, kan ve lenf damarlarini, diiz kas fibrillerini ve sinirleri igerir. Bagirsagin diger
bir anahtar fonksiyonu, invazyona (patojen saldirisina) kars1 savunma fonksiyonudur. Bu
fonksiyon, spesifik ve spesifik olmayan savunma mekanizmalar ile gergeklestirilir.
Spesifik olmayan savunma mekanizmalari, etkili bir bariyer olusturan, enterositlerdeki
sik1 baglantilar1 kapsar. Goblet hiicrelerinden salgilanan mukus da patojen saldirilarina
kars1 bir bariyer olusturur. Epiteldeki ve epiteli cevreleyen dokulardaki fagositik hiicreler,
epitel bariyerini gegmeye calisan organizmalara kars1 koyar. Balik bagirsaginda bulunan
intraepiteliyal ve mukozal lenfositler, spesifik antijenleri tanirlar ve onlarla reaksiyona
girerler (Buddington ve Kuz’mina, 2000).

Balik bagirsaginin sindirim, emilim ve endokrin fonksiyonlarinin yanisira, bagka
bir énemli rolii daha vardir; bu da ozmoregiilasyondur. Intestinal epitel, ozmoregiilasyon
icin 6nemli bir dokudur. Denizlerde yasayan balik tiirleri, viicut sivilarinin ozmotik

kaybin1 karsilamak igin, deniz suyu igmek zorundadirlar. igilen suyun tuzu 6zafagusta



uzaklastirilir ve bagirsak vasitasiyla emilimi saglanir. Ozmotik kaybin iistesinden, deniz
suyunda bulunan tek degerlikli iyonlarin (Na* ve CI” gibi) bagirsaktan emilimi ile gelinir.
Boylece suyun bagirsak disina hareketi ve kana gegisi saglanir ve fazla iyonlar
solungaclar vasitasiyla atilir. Farkli tuzluluk derecelerine uyum esnasinda bagirsagin
hidrolitik ve transport fonksiyonlarinda degisimler gozlenir. Ote yandan tatli su
baliklarinda sindirim kanalinin osmoregiilasyona katilimi ile 1ilgili bir delil
bulunmamaktadir (Kirsch ve Meister, 1982; Kirsch, 1984, Ciccotti ve ark., 1993;
Buddington ve Kuz’mina, 2000).

Bundan sonraki kisimlarda, bu tez ¢aligmasinin kapsamu ile ilgili olarak kisaca,
tath su ve tuzlu su ortamlar1 arasindaki gegisler sirasinda, balik tiirlerinin 6zafagus ve
bagirsaginda meydana gelen degisimlerden sdz edilecektir.

Japon yilan baligi (Anguilla anguilla)’nin 6zafagus epitelinde yapilan sitolojik ve
histolojik caligmalarda, tath suya uyum saglayan baliklarin 6zafagusunun, bol miktarda
mukus hiicresi iceren ¢ok katli epitel ile ortiildiigi, tuzlu suya uyum saglamis olan
baliklarda ise epitelin silindirik oldugu ve mukus hiicresi icermedigi bildirilmistir. Deniz
suyuna uyum sonrasinda, 6zafagus epitelinde meydana gelen bu degisimlerin, iyon/su
permeabilitesindeki diizenlenme ile iliskili oldugu diisiiniilmiistiir (Yamamoto, 1978).

Cataldi ve ark. (1988), Nil tilapyas1 (Orechromis niloticus)’nin 15 giinliik
juvenillerinin, dereceli olarak deniz suyuna (%10, 20, 30 ve 35) aklimasyonlarini
saglamislar, sonrasinda da 6zafagus epitelindeki morfolojik degisimleri incelemislerdir.
Arastiricilar deniz suyunun % 10’luk konsantrasyonunda tutulan bireylerde, kontrollerde
oldugu gibi, zengin mukus hiicreli ¢ok katli epitelin gozlendigini ve herhangi bir
degisimin olmadigimi bildirmislerdir. Bununla birlikte % 20, 30 ve 35’lik deniz suyu
konsantrasyonlarinda ¢ok katli epitel igerisinde, iyon transportunda rol oynayan tek katli
silindirik epitel bolgelerinin olustugunu ve bu bdlgelerin yiiksek tuzluluga maruz
kaldik¢a, arttigi1 gozlemlemislerdir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak Gzafagusun
ozmoregiilasyon ile iligkili oldugu bildirilmistir.

Tuzlulugun % 0.5 oldugu nehir agzindan yakalanan yilan baliginin tath su ve
deniz suyuna aklimasyonu sonrasinda, sindirim kanalinda meydana gelen degisimleri
inceyelen Ciccotti ve ark., (1993), posterior 6zafagus mukozasinin l[imen boélgesindeki
epitelinin, tatli suda ¢ok katli hale doniistiigiinii ve yogun mukus hiicresi igerdigini, deniz

suyunda ise hiicrelerin aralarinda genis bosluklarin meydana geldigini ve tek kath



silindirik epitel bolimlerinin varligint gézlemlemislerdir. Ayn1 zamanda, tatli suda 6n
bagirsak villuslarinin genisledigini, deniz suyunda ise kiigiik kaldigini1 ve deniz suyunda
bagirsagin  posteriyor kismmin dilate oldugunu bildirmislerdir.  Arastiricilar
osmoregulasyonda 6nemli bir role sahip olan sindirim kanalinin, tath ve tuzlu suya uyum
sirasinda degistigini belirtmislerdir.

Apoptoz, embriyonik morfogenez, metamorfoz ve hormon uyarimli dokularin
sekillenmesi gibi temel biyolojik olaylarda rol oynayan hiicre 6liim mekanizmasidir.
Apoptoza giden hiicrelerde en erken degisim, hiicrenin komsu hiicrelerle baglantisinin ve
mikrovillus gibi plazma membrani yapilarinin ortadan kalkmasidir. Apoptozun baglangic
asamasinda,  sitoplazmik  hacmin  kiiciilmesi ve sitoplazmik proteinlerin
yogunlasmasindan dolay1 hiicre biiziiliir ancak hiicre zar1 biitiinliiglinii korur. Kromatin,
nukleus periferine kondanse olur ve kisimlara ayrilir. Sitoplazmik hacmin azalmasi iyon
ve s1vi kaybina yol agar, bunun neticesinde, endoplazmik retikulum dilatasyona ugrar ve
plazma membraniyla birlesen vezikiillere boliiniir. Bu olaylar sirasinda birgok organel ve
mitokondri canliligini korur. Daha sonraki asamada ise plazma membraninda blebler
olusur ve hiicre kisimlara béliiniir. Apoptotik cisimler ad1 verilen bu kisimlar, organelleri,
nukleus kisimlarimi ve hiicre artiklarini igeren paketlerdir. Apoptozun son agamasinda
apoptotik cisimler, kendilerine komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir.
(Schwartzman ve Cidlowski, 1993).

Apoptozun en karakteristik biyokimyasal 6zelliklerinden biri Ca?*/Mg?* bagiml
endoniikleaz aktivitesi sonucunda, DNA’nin internikleozomal bdlgelerden dizenli
olarak kesilerek 180-200 baz cifti biiyiikliiginde DNA fragmentlerinin olusmasidir
(Wyllie, 1980). Endoniikleaz aktivitesi ile olusan kirtk DNA’nin, 3’-OH uglarinin
terminal transferaz enzimi ile isaretlenmesi ve isaretli bolgelerin biyotin-avidin-
peroksidaz teknigi ile boyanmasi1 (TUNEL: Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili
centik ug isaretleme) apoptotik hticrelerin histolojik kesitlerde, tek hiicre seviyesinde ve
151k mikroskobu kullanilarak incelenmesine olanak verir (Gavrieli ve ark., 1992).
Apoptotik hicrelerin belirlenmesinde TUNEL yodntemi, hassas ve spesifik bir metoddur
(Kylarova ve ark., 2002).

Prolifere olan hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) hiicre siklusunun S safhasi i¢in
esansiyel ve evrimsel acidan yuksek derecede korunmus olan bir molekiildiir. Bu

molekiil, hiicre siklusunun ge¢ G1 ve S fazlarinda sentezlenen bir polimeraz delta



aksesuar proteinidir. PCNA, aktif olarak replike olan veya cogalan hiicreler igin bir
markir olup, bu hiicrelerin parafin kesitlerde incelenmesine iligkin bilgi sunar (Wolf ve
Dittrich., 1992; Casasco ve ark.,1993).

Gegmiste baliklarda yapilmis olan bilimsel arastirmalar, farkli ¢evresel faktorlerin
ve beslenme durumunun, 6zafagus ve bagirsaktaki apoptozu ve hucre proliferasyonunu
etkiledigini ortaya koymustur. Orihalin bir balik tiiri olan camur zipzip1 (Periophthalmus
modestus)’nin 6zafagus epitelinde meydana gelen apoptozun deniz suyuna aklimasyon
sirasinda, hiicre proliferasyonunun ise tatli suya aklimasyon sirasinda arttig1 gézlenmistir.
Arastiricilar  gastrointestinal yolda epiteliyal apoptoz ve hiicre proliferasyonunda
gbzlenen degisimlerin, drihalin tiirlerin ¢cevredeki farkli salinite diizeylerine aklimasyonu
sirasinda, osmoregiilasyon oOzelliklerindeki degisimlerden kaynaklandigini, ileri
stirmiislerdir (Takahashi ve ark.. 2006a).

Bagka bir ¢alismada ¢amur zipzip1 (Periophthalmus modestus)’nin 6zafagusunda
tuzluluga aklimasyon sirasinda gastrointestinal hiicre doniisiimiiniin endokrin
duzenlenmesini inceleyen Takahashi ve ark., (2006b), prolaktinin epitel hiicre
proliferasyonunu artirdigini ancak epiteliyal apoptozu etkilemedigini, kortizoliin ise hem
epitel hiicre proliferasyonunu hem de epiteliyal apoptozu uyardigini gozlemlemislerdir.
Ote yandan, triiyodotironin ve 11-deoksikortikosteronun ne hiicre proliferasyonu ne de
apoptoz iizerine herhangi bir etkilerinin olmadigini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak
arastiricilar, prolaktin ve kortizoliin saliniteye uyum sirasinda, anteriyor bagirsaktaki
epitel hiicre doniistimiiniin diizenlenmesinde rollerinin oldugunu bildirmislerdir.

Cevresel salinite degisimlerinin Orihalin Mozambik tilapyas1 (Oreochromis
niloticus)’nin 6zafagusundaki etkilerini inceleyen Takahashi ve ark.,(2007), tatli suya
aklimasyondan sonra hiicre proliferasyonunun 6zafagus epiteli boyunca arttigini, tuzlu
suya aklimasyondan sonra ise Ozafagus epitel katlarinin ug¢ kisimlarinda hiicre
bolunmesinin ve apoptozun meydana geldigini gozlemlemislerdir. Plazma prolaktin
diizeyinin tath suya aklimasyondan sonra yiikseldigini tespit eden arastiricilar, tatli suya
uyum saglamis olan baligin 6zafagusundaki prolaktin reseptor mRNA seviyelerinin,
deniz suyuna uyum saglamis olanlara gore onemli bir sekilde yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Bu bulgular 1s1ginda arastiricilar, prolaktinin drihalin  Mozambik
tilapyasinda Ozafagus epitelinin hiicresel doniisiimiinii, direkt olarak etkiledigini

gozlemlemislerdir.



Bagirsak epitelinde apoptoz ve hiicre proliferasyonu c¢evredeki salinite
degisimlerinden bagka, beslenme rejimine ve besin tipine gore de degisebilmektedir.
Ornegin, ¢ekic kafa kdpek balig1 (Sphyrna lewini)’nda acligin ve a¢ birakilma sonrasinda
yeniden beslenmenin, bagirsaktaki epiteliyal apoptoz ve hicre proliferasyonu Uzerine
etkisini arastiran Takahashi ve ark. (2014), a¢ kalma siliresince apoptozun azaldigini ve
aclik sonrasinda yeniden beslenmenin apoptozu, beslenen baliklarindaki seviyeye geri
getirdigini bildirmislerdir. Diger taraftan, prolifere olan epitel hiicre miktarinin aghk
sirasinda azaldigin1 gézlemlemislerdir. Boylece, ¢ekic kafa kopek baliginda aglik ve ag
birakilma sonrasinda yeniden beslenmenin, intestinal epitel apoptozunu ve hicre
proliferasyonunu degistirdigi gosterilmistir. Sirri ve ark., (2014) dil balig1 (Solea
solea)’ i1 midyeden hazirlanan yemin artan konsantrasyonu ile besledikten sonra,
intestinal bolgelerdeki histomorfolojik degisimleri incelemislerdir. Arastiricilar, midye
yemi diyeti uygulanan baliklarin bagirsaginda, enterosit proliferasyonunun azaldigini ve
apoptozunun ise dnemli bir degisiklik gdstermedigini bildirmislerdir.

Yukarida bahsedilen bilimsel calismalardan farkli olarak, baliklarin yasadig
ortamdaki cevresel olumsuzluklar da bagirsak epitel apoptozu ve proliferasyonunda
degisikliklere yol acabilmektedir. Ornegin, italya’da agir metal kirliliginin oldugu
gollerde yasayan baligin (Liza aurata) bagirsak epitelinde, PCNA ve TUNEL pozitif
hiicrelerin sayisinin, kirliligin olmadig1 bolgede yasayanlara gore, arttigi rapor edilmistir.
(Ferrando ve ark., 2005).

Van GOl havzasinda yasayan inci kefali (Alburnus tarichi Guldenstadt, 1814),
Cyprinidae familyasina ait endemik bir balik tiiriidiir. 3574 m? yiizey alan1 ile Tiirkiye nin
en blyuk golu olan Van Goli, Diinya’nin ise bilinen en biiyiik soda goliidiir. Goliin suyu
yuksek derecede alkali (pH: 9.8) ve tuzludur (%o 22). Van goliinde yasayan tek omurgali
tdr olan inci kefali, anadrom karakterlidir. Bu balik, Nisan ayinin ortasinda baslayan ve
Temmuz aymin ortasina kadar devam eden iireme doneminde, yumurta ve sperm
birakmak icin géle dokiilen akarsulara go¢ eder (Danulat ve Selguk, 1992). inci kefali,
yillik avlanma miktar1 8.500 tonun iizerinde olan (TUIK, 2013) ekonomik 6neme sahip
bir turdir.

Inci kefali gergeklestirdigi anadrom gog esnasinda bir habitatdan farkli bir habitada
yolculuk eder. Bu gog sirasinda balik tatli suya, fizyolojik ve biyokimyasal agidan,

aklimasyon saglar (Danulat,1995).
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Arabaci ve ark. (2001), inci kefalinin Van Go6li’nden 6rneklenen bireylerinde
serum iyon kompozisyonunun bir¢ok deniz teleost tiirii ile benzerlik gosterdigini ancak
Na* konsantrasyonunun yiiksek oldugunu belirlemislerdir. inci kefalinin tatl suya goci
sirasinda ise serum Na*, K*, Cl-, Ca?*, Mg?* ve P; konsantrasyonlarmin diistiigiinii
belirleyen arastiricilar, inci kefalinin diger balik tdrleri ile kiyaslandiginda,
ozmoregllasyon kapasitesinin yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Arihan ve ark. (2017), Van Go6li’ne fiziko-kimyasal agidan benzerlik gosteren ve
sodali-tuzlu suya sahip olan Ercek Golii'nde yasayan inci kefalinin, bu gole dokulen
Memedik Cayi’na gogli sirasinda, eritrosit ozmotik frajilitesindeki degisimleri
arastirmiglardir. Yapilan caligmada, eritrosit ozmotik frajilitesinin tatli su ortaminda
arttigini, bu artigin tath su ortaminin fizikokimyasal 6zellikleri ile iligkili olabilecegini ve
goc sirasinda baligin fizyolojik bir stres yasadigini ileri stirmiislerdir.

Unal ve ark. (2001), inci kefalinde sindirim kanalinin, agiz boslugu, farinks,
Ozafagus, post-6zafageal siskinlik ve bagirsak kisimlarindan olustugunu bildirmislerdir.
Aragstiricilar balikta sindirim kanalinin duvarmin histolojik olarak, epitel, submukoza,
muskularis ve seroza tabakalarindan meydana geldigini belirlemiglerdir.

Van goliinden avlanilan inci kefalinin sindirim kanali i¢erigi analizleri, baligin yem
organizmasi olarak, Ostracoda, Copepoda (Diaptomus), Cladocera (Daphnia), ve
Chironomid larvalari, Corexidler, ergin bdcekler (dipter), Pleocoptera nimfleri ile
beslendigini gostermistir. Karasu Cayi’nin agzindan yakalan bireylerin sindirim
kanalinda ise Cladocera (Daphnia), Chironomid larvalari, ergin bdcekler, bitkisel ve
hayvansal detritus tespit edilmistir (Cetinkaya ve Oksiiz, 1996).

Inci kefalinde sindirim sistemi ile ilgili gegmiste yapilmis olan az sayida galisma
bulunmaktadir dolayisiyla bu alanda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu
caligmada, baligin tath suya gog¢ii sirasinda, 6zafagus ve bagirsak epitelindeki hiicresel
degisimlerin, apoptotik hiicre oliimii ve hiicre proliferasyonu ile arastirilmasi
amaglanmistir. Bu sekilde bu dokularin baligin farkli bir ortama (tatl su) gecisine verdigi

hiicresel yanit hakkinda, bilgi edinilmeye ¢alisiimistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Alani ve Balik Temini

Calismada toplam 18 adet, olgun disi inci kefali (catal boy: 18 — 21 cm ve total
agirhik: 80 — 110 g) kullanildi. Baliklar Mayis ay1 igerisinde Van Golii ve gole dokiilen
Karasu Cayi’ndan yakalandi. Balik 6rneklemesi go¢ yolu tizerinde i¢ farkli noktadan,
iic farkli zamanda yapild:. ilk érnekleme 01.05.2018 tarihinde Van Goli’nden, treme
oncesi donemde, gergeklestirildi. ikinci drnekleme, baligin gog ettigi Karasu Cay1’nin
gole dokilen giris bolgesinden, 05.05.2018 tarihinde yapildi. Ugiincii drnekleme ise
Karasu Cayi’nin, g6le giris yaptig1 yerin yaklasik olarak 6.5 km Ust tarafinda olan, bir
bolgesinden yapildi (Sekil 3.1.). Her ornekleme bdlgesi igin 6 adet balik kullanildi.
Ornekleme noktalarindan alinan su drneklerinde ayn1 zamanda, pH ve sicaklik dlgiimii

gergeklestirildi.

3.2. Calismada Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar sirasiyla, Cizelge 3.1. ve Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Marka Model

Rotary mikrotom Microm GmbH H315
Mikroskop Leica DMI 6100B
pH metre Sartorius PB-11
Manyetik karistirict Heidolph MR 3001
Vorteks Heidolph Reax Top QO4
Hassas terazi Sartorius ED 224S
Sterilizator Sanyo MOV-212S
Buzdolab1 Beko BK 9330 NF
Derin dondurucu Beko BK 7971 DF

Su banyosu - -




Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallarin ve sarflarin listesi

12

Kimyasal/Sarf Marka Katalog numarasi
Formaldehit Sigma-Aldrich F1635
NazHPO4 Sigma-Aldrich 71640
NaH2PO4 Sigma-Aldrich 71496
KH2PO4 Merck 1.04873
NaCl Merck 1.06404
Tris AppliChem A2264
Hidrojen peroksit (H.0>) Merck 1.08597
Mg2SO4 soliisyonu (1 M) AppliChem A3890
Bovin serum albumim Fluka 05471
2-Fenoksietanol Fluka 77699
Ksilen Merck 1.08681
Etanol (% 99.9) Merck 1.00983
Ticari etanol (% 95) Esvan Kimya

Parafin Merck 1.07337
Kanada balsami Merck 1.01691
Adhesiv lam (silan kapl1) Histobond Marienfeld 08.100
Apoptoz kiti (In Situ Cell Death Abcam ab206386
Detection Kit)

Primer antikor (Monoclonal Dako MO0879
Anti-Proliferating Cell Nuclear, clone

PC10)

Immunohistokimya kiti (Expose Mouse Abcam Ab80436
and Rabbit Specific HRP/DAB

Detection IHC Kit)

DNaz-1 AppliChem A3778
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Sekil 3.1. Caligma alaninin haritas1 ve 6rnekleme noktalari (1: Van Golii; 2: Karasu
Cay1 Girisi; 3: Karasu Cayi’nin ist tarafi) (Kaynak: Google Earth, Google
Maps).

3.3. Doku Alim ve Histolojik Prosediirler

Baliklardan dokularmm alinimi, baligin strese girmesinin Onlenmesi igin,
yakalandig1 yerde yapildi. Baliklar disekte edilmeden dnce, fenoksietanol (320 pl/l) ile
anestezi edildi. Anestezi edilen balik, karin bolgesinden makas ile agildiktan sonra,
sindirim kanalinin 0zafagus, 6n bagirsak, orta bagirsak ve son bagirsak kisimlari ince

pens ve makas yardimi ile dikkatlice ¢ikartildi. Cikartilan dokular, % 10’luk notral
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tamponlu formaldehit fiksatifi ile 24 saat tespit edildi. Tespit edilen dokular, fosfat tuz
tamponu (PBS; 0.01 M, pH: 7.4) ile yikandiktan sonra dereceli etanol (% 70, % 80, %
96 ve absolu) serilerinden gecirilerek, dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilende
seffaflastirilarak parafine gomiildii. Parafine gomiilmiis olan dokulardan rotary
mikrotom ile alinan 5 pm kalinligindaki kesitlerde daha sonra TUNEL ve PCNA
boyamalar1 yapildi. Calisma boyunca Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu Y0Onergesi’nde yer alan etik ilkelere riayet edildi.

3.4. TUNEL Boyama

Ozafagusun orta kismindan ve bagirsagin 6n, orta ve son boliimlerinden alinan
kesitlerde apoptotik hiicrelerin (parcali DNA’ya sahip olan) isaretlenmesi i¢in TUNEL
yontemi kullanildi. TUNEL boyamasi, ticari bir kit (Cizelge 3.2) kullanilarak ve bu
kitin protokollerine uyularak gerceklestirildi. Dokulardan alinan kesitler (5 pm) silan
kapli adhesiv lamlara aktarildiktan sonra, deparafinize ve rehidrate edildi. Kesitler daha
sonra TBS (20 mM Tris 140 mM NaCl, pH: 7.6) ile yikand1 ve proteinaz K (10 mM
Tris icinde 2 mg/ml, pH: 8.0) ile oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilerek dokunun
permeabilizasyonu saglandi. TBS ile yikanan kesitler, metanol ile hazirlanan %3’lik
H20: ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz aktivitesi
inaktif hale getirildi. TBS ile yikamadan sonra Kkesitler, TdT tamponu ile oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Kesitler daha sonra TBS ile yikanmaksizin, biyotin ile
isaretlenmis deoksiniikleotid ve enzim (TdT) karistmi (1 pl enzim + 39 pl TdT
tamponu) ile 37 °C’de ve nemli ortamda 90 dk boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, doku kesitleri durdurma (stop) tamponu ile muamele
edilerek reaksiyon durduruldu. TBS ile yikamanin ardindan kesitler, bloke edici tampon
ile 10 dk. inkube edildi. Kesitlerden bloke edici tampon uzaklastirildiktan sonra
tizerlerine sulandirilmis konjugat karistmi (4 ul 25x konjugat ve 96 ul blok edici
tampon) damlatildi ve kesitler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Kesitler TBS ile
yikandiktan sonra, DAB solusyonu ile muamele edilerek, kahverengi renk olusumu
gozleninceye kadar beklendi. Daha sonra lamlar distile su ile yikandi ve sonrasinda %
0.3’lik metil yesili ile zemin boyamas1 yapildi. Son olarak kesitler, etanol ve ksilol

serilerinden gegirildi ve Kanada balsami ile kapatildi. Boyama, pozitif ve negatif
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kontrol boyamalar ile test edildi. Pozitif kontrol boyamasinda kesitler, proteinaz K
uygulamasindan sonra, DNaz I (TBS ile hazirlanan ImM MgSOy iginde) ile inkibe
edildi (oda sicakliginda 20 dk). Negatif kontrol boyamasinda ise, isaretleme karisimina
TdT enziminin yerine bidistile su konuldu. Diger basamaklar her iki kontrol kesitinde
yukarida tarif edildigi gibi gergeklestirildi. Preparatlar, mikroskop (Leica DMI 6000B

model) ile incelenerek goriintiileri alindi.

3.5. PCNA immun Boyamasi

Ozafagusun orta kismindan ve bagirsagin 6n, orta ve son boliimlerinden alian
kesitlerde prolifere olan hiicreler, PCNA’nin immunohistokimyasal olarak boyanmasi
ile isaretlendi. Kesitler, deparafinize ve rehidrate edildikten sonra, metanol ile
hazirlanan % 3’lik H20: ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek dokudaki endojen
peroksidaz aktivitesi inaktif hale getirildi. TBS ile yikanan kesitler, immunohistokimya
kiti i¢erisinde saglanan protein bloke edici solusyon ile 10 dk muamele edildi. Bu sirada
primer antikor (Cizelge 3.2), iginde % 1 oraninda sigir serum albumin bulunan TBS ile
1:200 oraninda sulandirildi. Hazirlanan primer antikor, lamlarin TBS ile yikanmasindan
sonra, kesitlere uygulandi. Primer antikor uygulanan kesitler, 4 °C’de 24 saat boyunca
nemli ortamda inkiibasyona birakildi. Daha sonraki agamalar, immunohistokimya Kiti
(Cizelge 3.2) protokollerine uyularak gergeklestirildi. Primer antikor uygulamasindan
sonra kesitler, TBS ile yikand1 ve komplement ile 10 dk inkibe edildi. TBS ile tekrar
yikanan Kesitlere bu kez HRP-konjugat uygulandi. HRP-konjugat ile 15 dk inkube
edilen kesitler, TBS ile yikandiktan sonra DAB kromojen ile muamele edildi ve kesitler
kahverengi renk olusumu goézleninceye kadar (1-3 dk) bu sollisyonda bekletildi. Zemin
boyamasi1 Mayer’in hematoksilen boyasi ile yapildi. Lamlar dereceli etanolden (%95,
%100) ve ksilenden gecirilerek Kanada balsami ile kapatildi. Negatif kontrol
kesitlerinde, primer antikor yerine TBS kondu. Preparatlar mikroskop ile incelenerek

fotograflar ¢ekildi.
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3.6. Hiicre Sayimi

Ozafagus, 6n bagirsak, orta bagirsak ve son bagirsak dokularindan alman ve
TUNEL/PCNA ile boyanan Kkesitlerde apoptotik ve prolifere olan hicrelerin
kantifikasyonu, Kaptaner ve Kankaya (2013) ve Sirri ve ark. (2014)’rindan bazi
modifiyeler yapilarak, gergeklestirildi. Her bir kesitte 6zfagus ve bagirsagi ortem epitel
dokusunun 5 farkli bélgesinden, mikroskop ile baglantili bir kamera (Leica DFC490,
Leica Microsystems) kullanilarak, 20x biiyiitmede fotograflar ¢ekildi. Cekilen

fotogralar, https://imagej.nih.gov/ij/download.html internet adresinden serbest olarak

indirilebilen, ImagelJ 1.46 yazilimina aktarildi. Daha sonra bu yazilimin hiicre sayici
eklentisi (cell counter plugin) kullanilarak, 5 farkli epitel sahasinda, TUNEL/PCNA
pozitif ve negative hiicrelerin sayimi yapildi. Ozafagus dokusu igin her bir kesitte en az
1000 hiicrenin, bagirsak dokularinda ise her bir kesitte en az 2000 hiicrenin sayimi
yapildi. Sayimin yapildig1 epitel alanlari igin apoptotik indeks (Al) ve proliferasyon
indeksi (PI) degerleri, asagida verilen esitliklere gore, hesaplandi ve bes farkli alandan
elde edilen indeks degerlerinin ortalamalari alindiktan sonra, bireyin ilgili dokusuna ait
olan Al ve PI degerleri elde edildi (3.6.1 ve 3.6.2). Elde edilen veriler, istatistiksel

analizler i¢in kullanildu.

Al = [Alanda sayilan TUNEL pozitif hiicre sayis1t + Toplam hiicre sayis1 (negative +
pozitif)] x100 (3.6.1)

Pl = [Alanda sayilan PCNA pozitif hiicre sayis1 + Toplam hiicre sayisi (negative +

pozitif)] x100 (3.6.2)

3.7. Istatistiksel Analizler

Apoptotik indeks ve proliferasyon indeksi degerlerinden elde edilen veriler,
Windows i¢in SPSS 16.0 istatistik paket programinda, varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak analiz edildi. Farkli 6rnekleme bolgelerinden her doku icin elde edilen
verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde post hoc Duncan ¢oklu Kkarsilagtirma
testi kullanildi. Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunuldu ve istatistiksel 6nem
derecesi P < 0.05 olarak kabul edildi.


https://imagej.nih.gov/ij/download.html

4. BULGULAR

Bu ¢aligmada Olcllen ve gegmiste yapilmis olan bazi c¢alismalarda bildirilen,

Van Goli ve Karasu Cayr sularina ait fiziko-kimyasal bulgular, Cizelge 4.1°de

sunulmustur. Cizelgede de goriildiigi gibi, g6l suyu gay suyuna gore, pH, salinite,

iletkenlik ve iyon konsantrasyonlar1 agisindan 6nemli farkliliklar gostermektedir.

Cizelge 4.1. Van Go6lii suyu ve Karasu Cayi suyunun fiziko-kimyasal 6zellikleri

Ozellik Van Goli suyu Karasu Cay1 suyu
pH 0.812b: 9.78¢: 9.65% 9.77-9.80¢; 8.63—8.65%; 7.40¢9: 8.28¢; 8.349;
9.64' 8.40" (Mayis verisi); 8.31-8.38'
Salinite 22.7 (%)%, 22.7 (ppt)°; 15.0 (%0)%; 0.3 (ppt)?
16.90 (ppt); 16.5-16.8 (ppt)°
[letkenlik 25.5-26.5 (mS x cm?)?; 29.76 572 (uS/cm)g; 582.2

Coziinmiis oksijen

(mS/cm)f; 27.88-28.65 (mS/cm)?
10.2 (mg/ml)f; 10.4-9.8 (mg/ml)?

(US/cm)" (Mayis verisi)
8.7 (mg/ml)¢; 8.2—8.6 (Mayis
verisi) (mg/ml)¢; 8.8 (mg/ml)"

Sicaklik 125 (°C) 17.3-18.6 (°C)!

Doygunluk 107 (%)%, 105-108 (%)° 100 (%)%; 105 (%)"

Iyon

konsantrasyonlari

Na* 336.9 (meg/l)%; 337.9 (mmol/l)*  1.32 (meg/l)?; 15-25 (mg/l)°

K* 13.0 (meg/1) ¢; 10.90 (mmol/l)° 0.103 (meg/l)¥; 2.5-4.0 (mg/l)°

Mg? 7.80 (meg/l) %; 4.42 (mmol/1)® 2.01 (meg/l)%; 64.41-70.47 (mg/l)¢;
83.3 (mg/l)" (Mays verisi)

Ca? 0.23 (meg/)%; 0.11 (mmol/I)° 1.01 (meg/1)%; 84.21-93.0 (mg/l)S;
98.4 (mg/l)" (May1s)

Cl- 153.70 (meg/l)%; 160.60 0.37 (meg/1)%; 17.80-21.30 (mg/1)¢;

(mmol/1)® (27.7 mg/)"
Total katyon 358.17 (meg/l) 4.44 (meg/l)d
Total anyon 354.94 (meg/I)¢ 6.03 (meg/l)

a: Danulat ve Selcuk (1992); b: Danulat (1995); c: Cetinkaya ve ark., (1994); d: Kempe ve ark., (1978) ve
Tugrul ve ark., (1984)’nin bildirdiklerine gore Arabaci ve ark., (2001); e: Arabaci ve ark., (2001); f:
Kaptaner (2015); g: Kaptaner ve ark., (2016); h: Atici ve ark., 2018; 1: Bu ¢alisma

Cekirdeklerinde kirikk DNA uglar TUNEL

boyamasindan sonra, yogun kahverengi bir gorinim sergilemislerdir. Apoptotik

iceren apoptotik hiicreler,

hiicrelerin, ¢ok katli olan ve mukus hiicrelerini igeren, Ozafagus epitelinde, bazal
tabakadan superfisial tabakaya kadar butlin tabakalarda rastgele dagilim gosterdikleri

gozlendi (Sekil 4.1a). Karasu Cay1 girisinden ve bu ¢ayin iist tarafindan 6rneklenen
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bireylerde 6zafagus epitelinin yine ¢ok katli oldugu ve mukus hiicrelerini ihtiva ettigi
belirlendi. Apoptotik hicrelerin 6zafagus epitelindeki dagiliminin Van Goli’nden
orneklenen bireylerdekine benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.1b,c) Karasu Cayi’ndan
orneklenen bireylerin 6zafagus epitelindeki apoptotik indeks (AI) degerlerinin, Van
Golu’den 6rneklenen bireylerdekine kiyasla, 6nemli bir farklilik gostermedigi bulundu
(Cizelge 4.2).

L
wrl poL

asEEe el i C = :

Sekil 4.1. TUNEL yodntemi ile boyanan 6zafagus kesitlerinde apoptotik epitel hiicreleri.
Cok katli olan ve mukus hiicresi iceren 6zafagus epitelinde TUNEL-pozitif
hiicreler, kahverengi goriinmektedir (a: Van Golii; b: Karasu Cay1 girisi; c:
Karasu Cayi list tarafi).

Apoptotik hticrelerin, Van Golii’nden 6rneklenen bireylerin bagirsaginda, villus
boyunca (villus bazalinden apeksine kadar) rastgele ve seyrek dagildiklari belirlendi
(Sekil 4.2a). Bununla birlikte Karasu Cayi’ndan Orneklenen bireylerde apoptotik
hicrelerin, villus epiteli boyunca arttigi (Sekil 4.2b) ve bazi bireylerde villuslarin ug
kisimlarinda yogunlastigi, gozlendi (Sekil 4.2c). Al’nin, Karasu Cayi’nin girisinden
orneklenen bireylerin bagirsaklarinin 6n ve orta kisimlarinda istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiikseldigi tespit edildi (P < 0.05) ancak bagirsagin arka kisminda
degismedigi gozlendi. Al’'nin Van Golii’nden 6rneklenen bireylerin bagirsagina kiyasla,
bagirsagin tamaminda anlaml bir sekilde yiiksek oldugu gézlendi (P < 0.05). Cayin tist
tarafindan 6rneklenen bireylerde bagirsagin 6n, orta, son kisimlarindaki ve bagirsagin

tamamindaki Al degerlerinin, giristen Orneklenen bireylerin degerleri ile benzerlik
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gosterdigi gozlendi ve istatistiksel 0nem farkhliklariin da yine g¢ayin girisinden
orneklenen bireylerdeki sekilde oldugu belirlendi (Cizelge 4.2).

L
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Sekil 4.2. Van Golii (a), Karasu Cay1 girisi (b) ve Karasu Cay: iist tarafindan (C)
yakalanan inci kefali bagirsak villus epitelinde apoptotik (TUNEL-pozitif)
hucreler.

PCNA immun boyamasi sonucunda prolifere olan epitel hiicreleri, kahverengine
boyandi. Prolifere olan hiicrelerin, 6zafagus epitelinde bazalden Ust katmana dogru
rastgele dagilim gosterdikleri ve epitel boyunca dagildiklart gozlendi. Bu hicrelerin
yogunlugunun c¢aydan orneklenen bireylerin 6zafagus epitelinde daha az oldugu
belirlendi (Sekil 4.3a,b,c). Proliferasyon indeksi (PI)’nin Karasu Cayi girisinden
orneklenen bireylerin 6zafagusunda anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi (P < 0.05).
PI degerindeki azalma, Karasu Cayi’nin {ist tarafindan 6rneklenen bireylerin 6zafagus
epitelinde de gozlendi ve bu azalmanin hem goélden hem de ¢ay girisinden 6rneklenen
bireylere gore istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (P < 0.05).

PCNA-pozitif hiicrelerin bagirsakta ¢ogunlukla villuslarin bazal kismini ve iki
villus arasindaki ¢ukur kisimlart 6rten epitel bolgelerinde yogunlastiklari, az da olsa
villusun iist tarafin1 orten epitelde rastgele dagilim gosterdikleri tespit edildi. PCNA-
pozitif hiicrelerin, Karasu Cayi’nin girisinden yakalanan bireylerin 6n bagirsak
kisminda villus bazalinden apeksine dogru fazlalastigi goézlendi (Sekil 4.4).
Proliferasyon indeksi (PI)’nin c¢ay girisinden Orneklenen baliklarin 6n bagirsak

bolimiinde, istatistiksel olarak, yiiksek oldugu belirlendi (P < 0.05). Bu alandan
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orneklenen baliklarin diger bagirsak kisimlarina ait PI degerlerinde yiikselmeler
gdzlenmesine ragmen, bunlarin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi ancak
bagirsagin biitiin kisimlarindan elde edilen istatistiksel veriler, PI degerinin cay
girisinde gole kiyasla yiiksek oldugunu gostermistir (P < 0.05) (Cizelge 4.3). PI’nin,
Karasu Cayr’nmin st tarafindan yakalanan baliklarin 6n, orta ve arka bagirsak

kisimlarinda ve bagirsagin tamaminda degismedigi belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Sekil 4.3. PCNA immun boyanma51 yapilan 6zafagus kesitlerinde prohfere olan epltel
hiicreleri. Cok katli olan ve mukus hiicresi i¢eren epiteldeki PCNA-pozitif
hiicreler, kahverengi goriinmektedir (a: Van Golii; b: Karasu Cay1 girisi; c:
Karasu Cay iist tarafi).

Sekil 4.4. PCNA immun boyamas: yapilan bagirsak Kesitlerinde, villus epitelinde
lokalize olan PCNA pozitif hucrelerin gorintisi. Gorintude, PCNA-pozitif
hlcrelerin, villusun bazal bolgesini ve villuslar arasindaki ¢ukur bolgeleri
orten epitelde lokalize oldugu gorilmektedir (a: Van Golii; b: Karasu Cayi
girisi). Cay girisinden Orneklenen bireylerde, prolifere olan epitel
hicrelerinin, villusun bazalinden apeksine dogru yogunlagarak arttigi
gbzlenmistir.



Cizelge 4.2. Inci kefalinin anadrom gogii sirasinda, Van Golii, Karasu Cay: girisi ve Karasu Cayu iist tarafindan drneklenen bireylerin
Ozafagus ve bagirsak (0n, orta, son ve incelenen biitiin boliimler) epitelinde apoptotik indeks degerleri

(:?rnekleme Bolgesi ve Ornekleme Ozafagus On bagirsak  Orta bagirsak  Son bagirsak Incelenen bagirsak

Ornek Sayisi tarihi boélumlerinin
tamami

Van Golu, 6 01.05.2018  15.65 +9.98? 7.08 £ 1.307 7.82+£3.36* 12.05+3.62% 8.98 £ 3.57°

Karasu Cay1 Girisi, 6 05.05.2018 16.95+9.04%  1356+7.37° 12.83+4.25% 12.98+4.94? 13.12 £+ 5.34°

Karasu Cay {ist kisim, 6 12.05.2018  15.20+3.96%  13.00+4.24*  16.41+9.77° 11.48 +3.46° 13.63 £ 6.43"

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 siitunda yer alan degerler lizerindeki farkl iist simgeler, Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore,
istatistiksel 5nem farkini gdstermektedir (siitunlar aras1 karsilastirma). Istatistiksel dnem derecesi, P < 0.05 olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.3. Inci kefalinin anadrom gocii sirasinda, Van Golii, Karasu Cay1 girisi ve Karasu Cayu iist tarafindan érneklenen bireylerin
0zafagus ve bagirsak (6n, orta, son ve incelenen biitiin boliimler) epitelinde proliferasyon indeksi degerleri

Ornekleme Bolgesi ve Ornekleme Ozafagus On bagirsak  Orta bagirsak  Son bagirsak Incelenen bagirsak

Ornek Sayisi tarihi bolimlerinin
tamami

Van Goli, 6 01.05.2018 56.18 +10.49% 17.84+457* 1465+1.68% 14.65+4.97? 16.37 £ 4.79%

Karasu Cay1 Girisi, 6 05.05.2018 37.09+8.34° 33.36+8.08" 1555+2.64% 17.43+9.03% 23.23+10.23°

Karasu Cayi st kisim, 6 12.05.2018  20.42 + 8.45° 16.30 £6.55* 12.92+1.81% 10.63+2.872 12.50 + 5.25%

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni stitunda yer alan degerler tizerindeki farkli {ist simgeler, Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore,
istatistiksel Snem farkim gdstermektedir (siitunlar arasi karsilastirma). Istatistiksel 5nem derecesi, P < 0.05 olarak kabul edilmistir.

T¢






5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, inci kefalinin Van Go6li’nilin alkali ve tuzlu suyundan tath suya
gocli sirasinda, sindirim kanalinin 6zafagus ve bagirsak boliimlerini Orten epitel
tabakasinda, apoptoz ve hiicre proliferasynundaki degisimler arastirildi. Calismadan
elde edilen bulgular, 6zafagus ve bagirsak epitelinin apoptoz ve hiicre proliferasyonu
acisindan farkl yanitlar verdiklerini gdsterdi.

Ozafagus yilan baligi (Anguilla anguilla)’nda énemli bir osmoregiilasyon
organidir. Yilan baligmin deniz suyuna uyum saglamis olanlarinda, 6zafagus epitelinin
tek katli veya silindirik epitelden meydana geldigi ve mukus hiicrelerini icerdigi, tath
suya uyum saglayanlarinda ise ¢ok katli epitelden olustugu ve mukus hiicresi icermedigi
gozlenmistir. Epiteldeki bu degisimlerin, iyon ve su gecirgenligindeki degisimler ile
baglantili oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve Hirano, 1978). Apoptotik hicreler
Orihalin bir tir olan Mozambik tilapyasi (Oreochromis niloticus)’nin 6zafagus
epitelinde, tatli suya uyum sonrasinda az miktarda gozlenirken, deniz suyuna uyum
saglamis olanlarda, epitel kivrimlarinin ug¢ bolgelerinde ve daha fazla miktarda
g0zlenmistir. Deniz suyuna uyum saglamis olan tilapyalarda prolifere olan hucrelerin
Ozafagus epitelinde az miktarda ve kivrimlarin ug¢ bolgelerinde lokalize olduklari, tath
suya uyum saglamis olanlarda ise ¢ok sayida ve dagimik dagilim gosterdikleri
bildirilmistir (Takahashi ve ark., 2007). Bu ¢alismada diger Orihalin tiirlerden farkli
olarak, tath sudan yakalanan bireylerin 6zafagus epitelinin, gol ortamindakilerde oldugu
gibi, cok katli oldugu gozlendi. Ote yandan, tatl su ortaminda 6zafagus epiteli boyunca
apoptotik hucreler bulundugu halde, Al degerlerinde 6nemli degisimlerin meydana
gelmedigi belirlendi. Prolifere olan hicrelerin ise epitel boyunca tespit edildigi ancak
sayilarinin tatli su ortaminda dereceli olarak azaldigi, bulundu. Elde edilen bulgular, inci
kefalinin Ozafagusunda tatli suya uyum esnasinda belirlenen histolojik ve hcresel
bulgularin, ¢evresel tuzluluk degisimlerine aklimasyon saglayabilen diger orihalin balik
tirlerdekinden farkli oldugunu gostermektedir. Bu gozlemlere dayanarak, dzafagusun
bu balikta ozmoregilasyon sireclerinde Onemli bir fonksiyon gostermedigi

sOylenilebilir. Caligmadan elde edilen bulgular ayrica 6zafagusun aklimasyon suregleri
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sirasinda oynadigr rolun, orihalin tiirler arasinda farklilik g0sterebilecegini de
onermektedir.

Apoptotik hiicrelerin bagirsak villuslarinda epitel boyunca dagildiklari, prolifere
olan epitel hucrelerinin ise daha cok bazal bdlgede lokalize olduklar1 gozlendi.
Apoptotik hicrelerin intestinal epiteldeki benzer dagilimlari, farkli ¢alismalarda da
rapor edilmigstir (Takahashi ve ark., 2006a; Takahashi ve ark., 2006b). Bununla birlikte
apoptotik hicrelerin, c¢aydan orneklenen bireylerin bazilarinda, villuslarin apeks
bolgesini doseyen epitelde lokalize olduklari gbzlendi. Bu tarz bir durumun camur
zipzip1 (Periophthalmus modestus)’nda, tatli suya uyum sirasinda diisiik permeabilite ile
iligkili olarak, meydana geldigi bildirilmistir (Takahashi ve ark., 2006b). Prolifere olan
epitel hicrelerinin, ceki¢ kafa kopek baligi (Sphyrna lewini) ve dil baligi (Solea
solea)’nda bu calismadaki gézlemler ile uyumlu olarak, villusun bazal boélgesinde
yerlesim gosterdikleri belirlenmistir (Sirri ve ark., 2014; Takahashi ve ark., 2014).

Bu ¢aligmada Al’nin, Karasu Cayi’ndan orneklenen bireylerin bagirsaginin 6n
kisminda, orta kisminda ve bagirsak epitelinin genelinde, Van Goéli’nden drneklenen
bireylere kiyasla, yiiksek oldugu belirlendi. PI’nin de gay girisinden Orneklenen
bireylerin 6n bagirsaginda ve bagirsagin genelinde, hem gole hem de ¢ayin iist kismina
gore, yiiksek oldugu bulundu. Teleostlarda bagirsaktaki hiicre doniisiimiiniin,
osmoregiilasyonda rol oynayan hormonlarin kontrolii altinda oldugu bildirilmistir
(Takahashi ve ark., 2006b; McCormick, 2011). Prolaktin teleostlarda tatli suya
aklimasyonu uyaran esansiyel bir hormondur. Bu hormon fonksiyonunu,
gastrointestinal yoldan NaCl ve su emilimini azaltarak gergeklestirir (Hirano, 1986).
Buylme hormonu ise deniz suyuna aklimasyonda rol oynar. Diger bir hormon Kortizol,
hem prolaktin hem de biiylime hormonu ile etkileserek, osmoregiilasyonda ikili bir
fonksiyon gorur. Kortizol baligin tatli suya uyumunu, iyon tasiyicilarinin ve klorid
hiicrelerini siirekliligini saglayarak, gergeklestirir (McCormick, 2001). Camur zipzip1
(Periophthalmus modestus)’nin tatli suya uyumu sirasinda prolaktin enjekte edilmesi,
kortizol ile sinerjistik olarak, intestinal epiteldeki hiicre proliferasyonunu uyarmistir
bununla birlikte kortizolln intestinal epiteldeki ve bag dokusundaki apoptozu 6nemli bir
sekilde yiikselttigi, gbzlenmistir. Camur zipzipinin intestinal epitelinde hormonal etkiler
ile duzenlenen bu hucresel degisimlerin, bagirsakta diisiik permeabilite ile iligkili

olabilecegi ifade edilmistir (Takahashi ve ark., 2006b). Dolayisiyla, inci kefalinin
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intestinal epitelinde apoptoz ve hiicre proliferasyonunda tatli su ortaminda gézlenen
artiglar (bu ¢alismada prolaktin ve kortizoliin plazmadaki diizeylerinin &lgiimii
gerceklestirilmemis olsa da) bu iki hormonun seviyesindeki muhtemel artiglardan
kaynaklanabilir. Elde edilen bulgular inci kefalinde bagirsagin tatli suya aklimasyonda,
roliiniin olabilecegini ortaya koymaktadir.

Osmoregulasyon, tiirler arasinda ayrim yapilmaksizin, enerji gerektiren bir
stirectir. Seyreltik deniz suyuna maruz birakilma sonucunda hipo-ozmotik stres yasayan
Akdeniz mavi yengeci (Carcinus aestuarii)’nde, reaktif oksijen tlrlerinin ve enerji
maliyetlerinin  yikseldigi, bildirilmistir  (Rivera-Ingraham ve ark.,, 2016).
Ozmoregilasyon sureclerin, Mersin baligi (Acipenser naccarii)’nin dokularinda
oksidatif stresi artirdigi ve baligin fizyolojisinde 6nemli degisimlere sebep oldugu rapor
edilmistir (Martinez-Alvarez ve ark., 2002). Ote yandan, midye (Perna sp.)’lerde
yapilan ¢aligmalar (reme sezonunda, artan metabolizmanin bir sonucu olarak, bagirsak
bezlerinde oksidatif stresin arttigin1 gostermistir (Filho et al., 2001; Verlecar et al.,
2008). Hucresel redoks potansiyeli intestinal epitelde hiicre proliferasyonunu diizenler
ve hiicrede redoks dengesinin oksidatif yone kaymasi, intestinal epitelde meydana gelen
apoptozu tetikler (Aw ve ark., 2003). Inci kefalinde yapilan bir ¢calismada, fizyolojik bir
stres gostergesi olan eritrosit ozmotik frajilitesinin, tatli su ortaminda arttig1 gdzlenmis
ve bu artisin tath su ortaminin fizikokimyasal o6zellikleri ile iligkili oldugu, ileri
strdlmuistir (Arihan ve ark., 2018). Yapilan baska bir ¢alismada ise tatli su ortamindan
yakalanan inci kefalinin 6n bagirsak dokusunda, antioksidan yanitlarin ve oksidatif
stresin meydana geldigi, belirlenmistir (Kaptaner ve Dogan, 2018). Dolayisiyla inci
kefalinin bagirsak epitelinde belirlenen hiicresel degisimlerin altinda, tatli suya uyum
sirasinda meydana gelen oksidatif strecler de yatiyor olabilir.

Ceki¢ kafa kopek baligi (Sphyrna lewini) intestinal epitelinde apoptozun, ag
birakilma sonrasinda azaldigi, yeniden beslenme sonrasinda ise arttigi bildirilmistir. Ag
birakilan g¢eki¢ kafa kopek baliklarinin intestinal epitelinde hiicre proliferasyonunun
azaldig1 ve yeniden beslenme sonrasinda ise fazlalastifi gozlenmistir (Takahashi ve
ark., 2014). Dolayisiyla, baliklarin intestinal epitelinde meydana gelen apoptoz ve hiicre
proliferasyonu, beslenme durumu ile de iliskilidir. Bu nedenle inci kefalinin bagirsak

epitelindeki hicresel degisim, tatli sudaki beslenme durumu ile de iliski olabilir.
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Sonug olarak bu ¢aligmada, inci kefalinin alkali-tuzlu sudan tatli suya gegisinden
sonra, 6zafagus ve bagirsak epitelinde hiicresel yanitlarin meydana geldigi, apoptoz ve
hicre proliferasonu ile gosterildi. Bu gegis sonrasinda, 6zellikle bagirsak epitelinde
meydana gelen degisimler, tatli suya uyum igin gerekli olan osmoregilasyon sirecini
kontrol eden hormonal mekanizmalar ve oksidatif slreclerden kaynaklanabilir.
Incelenen dokularin epitelindeki hiicresel degisimlerin altinda yatan sebeplerin, iyi veya

net bir sekilde, anlasilmasi i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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