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OZET

SAZAN (CYPRINUS CARPIO) BALIGINDA KROM (VI)’NIN HISTOPATOLOJIK
VE MiKRONUKLEUS TESTI ILE GENOTOKSIK ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Miige CETIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Neslihan Demir
12/01/2012, 87

Bu calismada, sazan (Cyprinus carpio) baliklar1 tizerindeki krom (VI)’nin genotoksik
etkileri mikronukleus frekanslar1 ile histopatolojik degisiklikler ise solungag, karaciger ve
kas dokular1 kullanilarak laboratuvar sartlar1 altinda incelenmistir.

Baliklar 14 giin boyunca krom (VI)’nin sublethal konsatrasyonlarina maruz
brrakilmislardir. Kan ve doku 6rnekleri maruziyetten 7 ve 14 giin sonra alinmistir.

Hazirlanan doku 6rnekleri rutin histopatolojik islemlerden gecirilerek Hematoksilen-
Eosin (H.E.) ve Masson trichrome boyalari ile boyanarak mikroskopta degerlendirilmistir.
Eritrosit ¢ekirdeklerindeki anormalliklerden biri olan mikronukleus (MN) testi periferal
kanda bakilmistir.

Doza ve zamana bagli olarak histopatolojik degisikliklerde; kas lifleri arasinda
kollajen artis1, bagdokuda mononiiklear hiicre infiltrasyonu, kas liflerinde atrofi,
vakuolizasyon ve destriiksiyon; solunga¢ taraklarmin bazal membraninda kalinlagma,
filament epitelyumunda hiperplazi, 6dem, filament epiteli ve sekonder lamellerde mukus
hiicrelerinde hiperplazi, kapillerlerde konjesyon ve perikapiller 6dem, anevrizma, nekroz;
karaciger paransim hiicrelerinde dejenerasyon, yaglanma, vakuolizasyon, piknotik
cekirdek, nekrotik ve dejeneratif alanlar, Kupffer hiicrelerinde artis siniizoidlerde
konjesyon ve dilatasyon gozlemlenmistir. Mikronukleus frekansininda doza ve siireye
bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.

Elde edilen sonuclar, krom (VI)’nin histopatolojik ve genotoksik etkilerini sazan

baliginda (Cyprinus carpio)’da gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Cyprinus carpio, agir metal, krom (VI), genotoksisite,

mikronukleus testi, histopatoloji, solungac, kas, karaciger.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF HISTOPATHOLOGICAL AND MICRONUCLEUS TEST
WITH GENOTOXIC EFFECTS OF HEXAVALENT CHROMIUM ON MIRROR
CARPS (CYPRINUS CARPIO)

Miige CETIN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biyology Thesis of Master of Science
Advisor: Assistant Prof. Dr. Neslihan DEMIR

12/01/2012, 87

In the present study, genotoxic effects was evaluated using the micronucleus
frequency and histopathological changes analyzed using gill, muscle and hepatopancreas
tissues under laboratory conditions in carp (Cyprinus carpio).

Fish were exposed to sublethal concentrations of chromium (VI) during 14 days.
Blood and other tissue samples were taken after 7 and 14 days of exposure.

Following routine histological procedures of prepared tissue slides were stained with
Hematoxylin-Eosin (H.E.) and mason trichrome then evaluated under a light microscope.
Frequencies of erythrocytic nuclear abnormalities such as, micronuclei (MN) were
investigated in peripheral blood of fish.

A dose and time dependent histopathological changes: Increase in collagen between
the muscle fibers, infiltration in mononuclear cells at connective tissue, atrophy of the
muscle fibers, vacuolation and destruction; basal membrane thickening of the gill bar,
epithelial hyperplasia, oedema, filament epithelium, hyperplasia of secondary lamellar
cells, congestion of capillaries and peri capillary oedema, aneurism; degeneration of liver
parenchymal cells, excessive accumulation of fat, vacuolation, pycknotic nucleus, necrotic
and degenerative spaces, increase in kupffer cells, sinusoids congestion and dilatation
observed. Micronucleus frequency increased depending on exposure time and
concentration.

These results indicated that chromium (VI) had histopathological and genotoxic

effects on carp (Cyprinus carpio).

Keywords: Cyprinus carpio, heavy metal, chromium (VI), genotoxicity,

micronucleus test, histopathology, gill, muscle, hepatopancreas.
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BOLUM 1
GIRIS

Glinlimiizde, cevre kirliligi Oniine gecilemeyecek kadar biiylik bir problem teskil
etmektedir. Ozellikle endiistrinin de gelismesiyle birlikte insanlar i¢in bilyiik Gnem tasiyan
su, hava ve toprakta sagliga zararli olan maddelerin birikmesi 6nemli bir ¢cevre ve saglik
sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Endiistriyel atiklar, antropojenik kaynaklar ve asit
yagmurlar1 ile 1wmak, g6l ve yeralt1 sularmma ulagmaktadir. Sularin agir metal
konsantrasyonu, sediment tabakasinin adsorbsiyon kapasitesinin sinirli olmasindan dolay1
da siirekli olarak yiikselmektedir (Ali, 2008; Diindar, 2010).

Sucul habitatlarin, kirleticileri arasinda agir metaller, biyotoksinler, parazitler,
fiziksel-kimyasal faktorler, pestisit, hidrokarbon ve enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalar yer almaktadir (Lloyd, 1992).

Baliklar gibi sucul organizmalar, kontamine olmus sulardaki kirleticileri ya dogrudan
alirlar, ya da kirleticilere maruz kalmis sucul organizmalar1 besin olarak alarak dolayl
olarak biriktirirler. Bu birikimden 6ncelikle sucul canlilar, 6zellikle de besin zincirinin bir
halkas1 olan ve onemli bir protein kaynagi olarak tiiketilen baliklar biiyiik oranda zarar
gormektedir (Summak, 2009; Halappa ve David, 2009).

Calismada kullandigimiz krom agir metali, dogada -2 ’den +6 ’ya kadar degisen
farkli kimyasal formda bulunur. Krom metali hava, su ve toprak ekosistemlerinde dogal
olarak bulundugu gibi farklh formlarda toksik etki gosterebilmektedir. Kimyasal madde
olarak en c¢ok pigment ve deri tabaklamasinda kullanilir. Krom bilesikleri seramik
sirlarinda ve cam yapiminda renk verici madde olarak, yiyecek korumasinda ve sogutma
kulelerinde devreden su sistemlerinde pas dnleyici olarak kullanilir. Krom (VI)’nin gerek
insanlarda gerekse de hayvanlar icin toksikolojik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin
oldugu bilinmektedir (Stella ve ark., 1982; Rodriguez-Arnaiz ve Molina Marinez, 1986;
Robles-Camacho ve Armienta, 2000; Ciftei, 2010).

Baliklar, akut ve kronik toksisite calismalarinda yaygin kullanilmakta olan sucul
canlilar olup, kirleticilere kars1 hassasiyetlerinde farkliliklar gézlendigi saptanmistir (Croke
ve McDonald, 2002). Baliklarda kirleticilere maruz kalmadan dolay1 en biiylik yapisal
zararlar hedef organlarda olmaktadir. Bu canlilarda morfolojik, sitotoksik, immiinolojik,
hematolojik degisimler olusabildigi gibi (Velma ve Tchounwou, 2010), DNA hasari,
biiylimede gerileme de goriilebilir (Farag ve ark., 2006).

Genotoksik testlerden biri olan mikronukleus testi yaygmn olarak sucul
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organizmalarda sitogenetik hasarin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Al-Sabti ve
Kurelec, 1985; Venier ve ark., 1997; Ayylon ve Garcia-Vazquez, 2000).

Bu calismada toksik etkili bir agir metal olan krom (VI)’ nin laboratuvar kosullarinda
belirli siire ve ortam derisimlerinde kronik olarak suya verilmesiyle sazan (Cyprinus carpio
L.) baligmnin solungag, kas ve karaciger dokularinda histopatolojik etkisi ile birlikte

mikronukleus testi ile de genotoksik etkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

1.1. Agir Metaller

“Agir metaller” periyodik cetvelin iigiincii ya da daha yiiksek periyodunda bulunan
(yogunlugu 5 g/cnr’’den biiyiik olan) metallerin yer aldig1 gruptur.

Metaller Domingo (1998) tarafindan 4 gruba ayrilmistir:

1. Cevrede genis oranda bulunan ve en fazla toksisiteye neden olan metaller
Argon (Ar), Kadmiyum (Cd), Kursun (Pb), Civa (Hg)
2. Esansiyel iz metaller
Krom (Cr), Kobalt (Co), Mangan (Mn), Selenyum (Se), Cinko (Zn)
3. Biyolojik 6nemi olan diger metaller
Nikel (Ni), Vanadyum (Va)
4. Farmakoloji ile ilgili metaller
Aliiminyum (Al), Kalsiyum (Ca), Lityum (L1)

Kromunda igerisinde bulundugu iz metaller ¢evre kirlenmesi bakimindan yiiksek
konsantrasyonlu metallere oranla ¢cok daha tehlikelidirler (Taylan ve Ozkog, 2007).

Glinlimiizde endiistrilesmenin getirdigi ¢evre kirliligine bagli olarak sucul canlilar
bir¢ok toksik maddenin farkli konsantrasyonlarina maruz kalmaktadirlar. Bu kirlenmenin
sonucu dokularda toksik madde birikimine bagh degisiklikler olusmakta ve birgok
patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir (Katalay ve ark., 2007). Sucul ekosistemlere,
antropojenik kaynaklarla ve/veya dogal yollarla ulasan pek ¢ok toksik madde besin zinciri
yoluyla sucul canlilardan insanlara kadar ulasan biyoakiimiilasyon gostermektedir (Ugar ve
Atamanalp, 2008; Vinodhini ve Narayanan, 2008).

Metaller ve diger artiklardan olusan kirleticiler, yaygin kirlenme nedeni
olusturmalari, ¢cevre kosullarina dayanikli olmalari, daima biyolojik sistemlere yonelik etki
gostermeleri ve kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda artan yogunluklarda
birikebilmeleri nedeniyle diger kimyasal kirleticiler arasinda ayr1 bir dnem tasirlar (Bas ve
Demet, 1992).

Agir metaller, insanlar tarafindan 6nemli bir besin kaynagi olan baliklarda da toksik

etkiler olusturmaktadir. Bu etkiler metalin cinsi ve konsantrasyonuna, su kalitesine ve
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baligin tiir ve yasina bagh olarak degisebilmektedir. Agir metallerin balik viicudunda
birikimi; beslenme, solunum ve ayrica suyu siizmeleri esnasinda meydana gelmektedir
(Diindar, 2010).

Iz metallerden krom hava, su ve toprak ekosistemlerinde dogal olarak bulunmakla
beraber farkli formlarda toksik etki gosterebilmektedir (Robles-Camacho ve Armienta,
2000). Giinimiizde krom pek cok endiistri alaninda kullanilmaktadir. Baglica deri
endiistrisi, tekstil, boya sanayinde kullanildig1 gibi cesitli endiistri sogutma sularinda
korozyon engelleyici olarak da kullanilmaktadir. Bu islemler sonucu atik sulara
karigabilmektedir (Kimbrough ve ark., 1999). Su kirliligini kontroliiniin iy1 bir sekilde
yapilabilmesi i¢in, tiim sular kullanim amaglarma gore siniflandirilmali ve kirlilik
simirlarinin  belirlenmesi gereklidir (Cizelge 1). Bu acgidan dogal su sistemlerindeki
metallerin kimyasal konumlarmin ve miktarlarinin belirlenmesi daha da 6nem kazanmastur.

Cizelge 2’de insan viicuduna alman bazi metaller ve oranlar1 verilmistir (Oztekin, 2009).

Cizelge 1. Sucul ortamda agir metallerin kabul edilebilir degerleri (Anonim, 2002)

Agir metal Kabul edilebilir
deger(mg/1)
As 0,1
Cu 0,01
Hg 0,004
Zn 0,003
Fe 0,7
Ag 0,003
Cd 0,01
Co 1,0
Pb 0,1
Cr 0,1
Mn 1,0
Ni 0,3
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Cizelge 2. Insan viicuduna alinan bazi metaller ve oranlar1 (Oztekin, 2009)

Metaller Giinliik Alman Miktar Zehirleyici  Viicuttaki Viicuttaki
(mg) Miktar (mg) Toplam Yarilanma
Besin ve Su Hava Miktar (mg) Omrii (giin)

Antimon 0,1 0,0017 100 7,9 38

Bakar 1,325 0,0015 250-500 72 80

Baryum 0,735 0,03 200 22 65

Civa 0,025 - - - 70

Cinko 14,5 0,0168 - 2300 933

Demir 15 0,084 - 4200 800

Kadmiyum 0,16 0,074 3 50 200

Kalay 7,3 0,006 2000 17 35

Kobalt 0,39 0,00012 500 1,5 9,5

Kursun 0,3 0,046 - 12 1460

Krom 0,245 0,0011 200 1,8 616

Mangan 4.4 0,0236 - 12 17

Molibden 0,335 0,0014 - 9,3 5

Nikel 0,6 - - 10 667

1.1.1. Krom

Krom, yer kabugunda 6. en ¢ok bulunan agwr metaldir. Hidrosfer ve atmosfer
arasinda siirekli bir dogal dongiiye sahiptir (Velma ve Tchounwou, 2010).

Krom agir metali, dogada -2 *den +6 ’ya kadar degisen bir¢ok farkli kimyasal formda
bulunur. Bunlardan +2, +4 ve +5 degerlikli formlar: stabil olmayip +3 degerlikli forma
dontistirken, +3 degerlikli formu da +6 degerlikli forma oksitlenir. Krom, zor oksitlenen
bir ajandir ve kromat ve dikromat iyonu formuyla ¢evrede bulunur (Velma ve Tchounwou,
2010). Bu genis spektrumda kromun biyolojik bakimdan aktif formlarmi Krom (III) ve
Krom (VI) olusturur (Ciftci, 2010). Krom (VI)’ nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cigelge

3’te verilmektedir.
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Cizelge 3. Krom (VI) nm fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

(http://www .tekkim.com.tr/lib_g_sertifika/59.PDF)

Fiziksel Goriiniis Kati

Renk Turuncu

Koku Kokusuz

Yogunluk 2.69 g/em?

Coziintrlik 130 g/l

Erime Noktasi 398 °C

pH ~3.57 100 g/ H,0 (20 °C)

Kromun, Krom (III) ve Krom (VI) formlarinin ikisi de biyolojik olarak aktif
olmasmna ragmen biyolojik zarlara gecis Ozellikleri farklidir. Krom (III) mutajenik
olmasmna ragmen, hiicre membranindan gecemedigi i¢in hiicre i¢in anmda tehlike
yaratmaz. Bunun yaninda Krom (VI) hiicre membranlarindan olduk¢a kolay gecebilme
ozelligine sahiptir (Leonard ve Lauwerys, 1980; Singh ve ark., 1998). Hayvansal
organizmalarda Krom (IIl) diisiik derisimlerde karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasinda islev goriirken, Krom (VI) yiiksek diizeyde oksidasyon yetenegine sahip
oldugundan biyolojik membranlarla etkilesime girerek yapisal biitiinliikkte ve madde
tasiniminda bozukluga neden olur. +6 degerlikli krom bilesikleri oral yolla canliya
verildiginde, +3 degerlikli kroma gore 10-100 kat daha toksik oldugu goriilmiistiir (Katz ve
Salem, 1993; Ciftci, 2010).

Gerek laboratuvar gerekse dogal ortam kosullarinda, sucul omurgali ve omurgasiz
tiirleri ile yiriitiilen +6 degerlikli krom toksisitesi arastirmalarinda, metalin biyokimyasal,
enzimolojik, genotoksik, histopatolojik ve immiin cevapta sinirlayici etkileri saptanmistir
(Mishra ve Mohanty, 2008; Velma ve Tchounwou, 2010).

Kromun, kimyasal madde olarak kullanim alanlarz;
KCr(S04), gibi saplar1 dericilikte ve tekstil sanayide,
Kromaj ad1 verilen kaplamacilikta,
Cr,03 gibi az ¢ozlinen kromatlar1 boya endiistrisinde pigment olarak,
Paslanmaz ¢elik liretiminde,
Korozyonu engellemek amaci ile kaplamacilikta,
Katalizor olarak,

K>Cr,07 bilesigi ylikseltgen ajan olarak ve bir¢ok nicel analizde,

YV V.V V V V V V

Atese dayanikl tugla liretiminde,
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Direng teli yapiminda,

Metalurji,

Ferrokrom,

Insaat endiistrisinde (pigment olarak),

Yazi endiistrisinde (fotomekanik yeniden liretim prosesleri ile),
Yag endiistrisinde (antikorozif olarak),

Eczacilik alaninda,

Tekstil endiistrisinde (boya maddesi olarak),

Kibrit tiretim endiistrisinde,

Kaset, bant yapim endiistrisinde [krom(VI) oksidin kristalize formu],

YV V.V V V V V VYV V V V

Bilgisayar sanayinde manyetik depolamada kullanilir (Vutukuru, 2005; Farag ve
ark., 2006; Abbas ve Ali, 2007; Oztekin, 2009; Ciftci, 2010).

Insanin krom metaline gereksinimi vardir ancak miktar1 heniiz tam olarak belli
degildir. Ancak yiiksek derisimlerde zehirlidir. Kromun en yiiksek oldugu besinler bira ve
mayadir. insanda krom bilesikleri glikoz metabolizmasi i¢in gereklidir. Krom (VI) viicuda
almmasiyla krom (III)’e indirgenir. Giinliikk almmas1 gereken krom miktar1 0,014 mg’1
gecmemelidir (Oztekin, 2009). Canli biinyesine giren kimyasallarm izledigi yol (Sekil

1)’de verilmistir.

Solunum voluyla alinan kimyasal Solunum voluvla disar: verilen kimvasal

:
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Sekil 1. Yapay organik bilesiklerin canli biinyesinde izledikleri yol (Yalvag, 2005).
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1.2. Cahsilan Deney Hayvam1 Hakkinda Genel Bilgi

Cyprinidae familyasmin iiyesi olan sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) (Sekil 2)
ortam kosullara adapte olmasi, hizli biiylimesi ve Kkiiltiiriiniin kolaylikla yapilmasi
nedeniyle yaygin kullanilmakta olan bir tiirdiir. Ozellikle Tiirkiye, Avrupa ve Kuzey
Asya’de genis bir dagilim gdsteren sazan balig1 ticari amagla kullanilmaktadir. Ulkemizde
de gollerimizin (Egirdir, Beysehir, Aksehir, Eber, Bafa, Koycegiz, Isikli, Golciik, Karatas,
Sapanca, Marmara, Manyas) yani sira bir¢ok dogal ve yapay goller ile akarsularimizda

avlanan tiirler arasinda ilk siralarda yer almaktadir (Durna, 2009).

Sekil 2. Cyprinus carpio tiiriiniin morfolojik goriiniimii (Orijinal).

Sazan baligmin sistematigi;

Alem : Animalia (hayvanlar)

Sube : Chordata (kordalilar)

Ust simf : Pisces (baliklar)

Smf : Actinopterygii (1s1nsal ylizgecliler)
Takim : Cypriniformes (sazansilar)
Familya : Cyprinidae (sazangiller)

Cins : Cyprinus

Tiir : Cyprinus carpio (Linnaeus), 1758
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1.3. Cahsilan Dokular Hakkinda Genel Bilgi
1.3.1. Solunga¢ dokusu

1.3.1.1. Solungac¢ anatomisi

Solungaclar, suda yasayan omurgalilarda dis solunga¢ ve i¢ solungag¢ olmak tizere iki
gruba ayrilir. Kemikli baliklarda i¢ solunga¢ bulunmaktadir. Solungaglar, yutak bolgesinde
her iki yanda icten disa dogru uzanan cep ya da yarik i¢inde bulunur. Bu tip solungag
yapraklari, kikirdaktan yapilmis solungag yaylari iizerinde yer alir (Ozmen, 1997; Wong ve
Wong, 2000; Evans ve ark., 2005).

Birbirine komsu dort solunga¢ yayr vardir. Her bir yay, iki sira birincil filament
tasimaktadir. Solungaglar primer ve sekonder lamellerin bulundugu filamentlerden
olusmustur. Filamentlerden gelen kan kirmizi renklidir. Her bir birincil filament, ¢ok
sayida disk seklinde lameller tasimaktadir. Bu lameller, afferent arterlerden efferent artere
(kalpten solungaclara gelen kan1 geri gotiiren) uzanan ¢ok sayida kilcal damar icermektedir

(Timur, 2008).

1.3.1.2. Solungac fizyolojisi

Baliklarda solungag, solunum organi olup, dogrudan ortam ile iliskisi oldugundan
toksikoloji calismalarinda hedef organ olarak secilmektedir (Pelgrom ve ark., 1995).
Solungaclar kanin oksijence zenginlestigi yerdir. Baliklar, solunumlar1 sirasinda agizlara
aldiklar1 suyu solungaclarindan disariya brrakir. Suyun disar1 atilmasinda agiz boslugu
pompa gorevi tistlenmektedir. Suyun solungag yapraklari arasinda gegisi sirasinda kandaki
karbondioksit suya, sudaki ¢6ziinmiis oksijen de kana geger. Bu degisimde solungag
filamentlerindeki zengin kilcal damarlar 6nemli gorev iistlenir (Timur, 2006). Suda erimis
oksijen, tek sira halindeki kapiller endotelyumdan kana gecerek, kan pigmenti olan
hemoglobin tarafindan tutulur ve dolasim sistemi vasitasiyla viicudun her hiicresine

ulastirilir (Diindar, 2010) (Sekil 3).
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Sekil 3. Balik solungag fizyolojisi (http://mycozynook.com/102RGCh200H.html).

Baliklarda solungag dokusu, gaz alis verisi, asit baz dengesi, iyon (Na", CI ve Ca™)
taginmasi ve azotlu atiklarin atilmasinda gorev alan ¢ok fonksiyonlu bir yapiya sahiptir.
Solungag epitelyumu, iyon taginmasi ve gaz alis verisini kolaylastirmak i¢in dis ortamla
etkilesecek genis bir ylizey alanma sahiptir. Ayn1 zamanda yiliksek damarli yapiya sahip
olmasi nedeniyle epitelyum, toksik maddeler i¢in birincil hedef olmaktadir (Wong ve
Wong, 2000; Evans ve ark., 2005; Olsvik ve ark., 2000).

Baliklar, Ca™" tasinmasi i¢in &zellesmis olan solungaglara ve Ca’ homeostasisini
gerceklestirmek igin gelismis bir Ca’™ tasinma mekanizmasina sahiptir (Cogun, 2008).

Solungaclar, elektrokimyasal degisime karsi gerceklestirilen, deniz suyundan pasif
olarak giren fazla miktardaki NaCl (sodyum kloriir)’ nin atilmasinda ve de tath sularda
bunun tersi olarak ortamdan NaCl alimindan sorumlu temel osmoregiilator organdir (Spry
ve Wiener, 1991).

1.3.1.3. Solungac histolojisi

Solunga¢ filamentlerini primer ve sekonder lamel yapilart olusturur. Primer
lamellerin ortasinda hiyalin kikirdak ve bu kikirdagi ¢evreleyen ekstraselliiler matriks
mevcuttur. Kikirdak etrafinda kan damarlar1 ve epitel hiicreleri bulunmaktadir. Solunum
yiizeyinin artmasinda etkin rol oynayan sekonder lamel yapisinda kapiller, destek hiicreleri
(pillar hiicreleri), mukus ve solunum epitel hiicreleri bulunur. Her iki sekonder lamel ile
primer lamelin birlestigi bolgede ise iyon aligverisinin yapildigi klorid hiicreleri yer alir

(Camargo ve Martinez, 2007).
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Gaz aligverisini yapan epitelyum hiicreleri, sekonder lamellerin dis bosluga bakan
yiizlerinde yassilagsmis sekilde gozlemlenir. Mukus salgisinin {i¢lii boyama ile belirlendigi
mukus hiicreleri ise hem sekonder lamellerde, hem de primer lamellerde bulunurlar (Evans

ve ark., 2005).
1.3.2. Karaciger dokusu

1.3.2.1. Karaciger anatomisi

Karaciger dokusu tiim baliklarda biiyiik olup, sazan baliklarinda 6n bagirsagin
istiinde uzanir veya on bagirsag: sarar. Karacigerin sag lobunun alt kisminda safra kesesi
bulunurken, sol lob ise dalag: érter (Timur, 2008). iki loblu olan karacigerin, her lobundan
bir hepatik kanal ¢ikar ve safra kesesinden ¢ikan sistik kanalla birlesip genel safra kanalini
olusturur (Ozmen, 1997).

Karacigere kan iki kan damar1 yolu ile gelmektedir. Portal ven (gelen kan hacminin
%75-801), sindirim yolu, dalak ve pankreastan gelen kani tasirken; hepatik arter,

oksijenlenmis kanin %20-25’ini karacigere ulastirir (Kierszenbaum, 2006).

1.3.2.2. Karaciger fizyolojisi

Balik karacigeri, bircok hayati fonksiyonu kontrol eden anahtar organ olup, hem
anabolizma hem de katabolizmada gorev aldig1 i¢in balik fizyolojisinde dnemli bir yere
sahiptir. Karaciger detoksifikasyon yapan hayati bir organdir (Mishra ve Mohanty, 2008).
Toksik maddelere maruz kalinmasi, karacigerde histolojik degisimlere neden oldugundan
bu organ iy1 bir biyolojik gostergedir (Ucar ve Atamanalp, 2008).

Karacigerin gorevleri, safra salgis1 iiretmek, glikozu glikojene ¢evirerek depolamak,
cesitli mineral ve vitaminleri depolamak, kanin pihtilagmasini saglayan ve pihtilasmay1
onleyen maddeler tiretmek, Omriinii tamamlamis eritrositleri tahrip etmek, zehirli
maddeleri zararsizlastirmak, kan hiicreleri tiretmek ve kan depolamaktir (Timur, 2006;
Diindar, 2010).

Safra yaglari, emiilsiyon haline getiren safra tuzlariyla, kirmiz1 kan hiicreleri ve
hemoglobinin par¢alanmasindan olusan bilirubin ve biliverdin gibi safra pigmentleri de
icerir. Safra tuzlari, yalniz yaglarin hidrolizine yardim etmeye degil, aynt zamanda
bagirsaktaki sindirim 6z sularinin ve sindirim enzimlerinin i gorebilmesi i¢in uygun
alkaliniteye getirilmesine de yarar (Ozmen, 1997).

Siniizoid epiteli arasinda bulunan kupffer hiicrelerinin baslica fonksiyonlari, yaslh
eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek ve immiinolojik olaylarla ilgili

proteinleri salgilamaktir (Bulut, 2006). Kupffer hiicreleri fagositoz yapar ve bu hiicrelerin

10
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yogun fagositik yetenekleri ancak onlara yabanci madde verilmesiyle ortaya ¢ikar (Welsch,
1999).

1.3.2.3. Karaciger histolojisi

Karaciger, sazan balig1 gibi baz1 baliklarda hepatopankreas seklinde bulunur.
Hepatopankreas, baligin pankreas dokusunun diffiiz bir sekilde karacigerin i¢inde veya
doku iizerinde yer almasidir (Celik, 2005). Sazan baliklarmin karaciger paransimini,
poligonal sekilli karaciger hiicreleri ve bu hiicreler arasinda yer alan siniizoidler olusturur.
Parangimin igerisinde, boliimler halinde pankreas ile safra kanallar1 mevcuttur (Gezen ve
ark., 2005).

Karaciger hiicresinin ¢ekirdegi, merkezi yerlesimli tek ve dkromatiktir. Bazen cift
cekirdek gozlenebilir. Hematoksilen-Eozin (H.E.) boyama ile ¢ekirdek ortasinda bir adet
koyu mor renkte g¢ekirdek¢ik bulunur. Bazi karaciger hiicresi ¢ekirdeklerinde iki ya da
daha fazla ¢ekirdek¢ik bulunabilir. Hematoksilen-Eozinle boyanmis kesitlerde, ¢ok sayida
mitokondri ve bir miktar diiz endoplazmik retikulumun bulunmasi nedeniyle hepatositin
sitoplazmasi eozinofiliktir (Bulut, 2006).

Karaciger hiicreleri arasinda diizensiz bir sekilde dagilmis olan siniizoidler bulunur.
Siniizoidler ince bir bazal membran ile ¢evrili olup, tek kath yassi sinlizoid epiteli ile
ortiilmiistiir. H.E. boyamalar1 ile bu hiicrelerin sitoplazmalar1 boya almaz ancak yass1 olan
cekirdek koyu mor renkte gozlemlenir. Siniizoidlerin kenarlarinda fagositoz ozelligine
sahip yildiz seklinde kupffer hiicreleri bulunur. Bu hiicrelerin ¢ekirdegi koyu mor boyanir
ve c¢ekirdekleri heterokromatin yapidadir. Bu hiicreler canli herhangi bir toksik etkiye
maruz kaldiginda artis gosterirler (Eroschenko, 2001). Siniizoidler icerisinde bol miktarda
cekirdekli kan hiicresi bulunmaktadir. Bu 06zellik, baliklarda karacigerin kan
depolamasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Karaciger paransiminde
siniizoidlere besinden zengin kani getiren venler, kirli kan1 gétiiren venler ve oksijenli kani
getiren arterler bulunmaktadir. Karaciger hiicrelerinin arasinda siniizoidlerin sonlandigi
merkezi ven bulunur. Merkezi venlerin liimenlerinde kan hiicreleri gézlemlenir (Gezen ve
ark., 2005).

Karacigerin bir¢ok alaninda lobguklar halinde yayilmis pankreas asinuslar1 bulunur.
Bu yapilar, sitoplazmalarinda bol miktarda zymogen graniiller igeren poligonal sekilli
hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 H-E boyamas1 ile eozinofik
goriiniimdedirler (Welsch, 1999).

11
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1.3.3. Kas dokusu

1.3.3.1. Kas anatomisi

Baliklarda basm arkasindan baglayan iskelet kaslari, birbirine benzer segmentler
halinde devam eder. Myomer olarak adlandirilan kas segmentleri omur sayisina esit olup
(Diindar, 2010), birbirlerine bag doku bélmeleri ile (myoseptum) baglanir ve viicudun tiim
kaslarini olustururlar (Timur, 2008).

Baliklardaki kas fibrilleri yapisal olarak sicakkanli canlilarin kas fibrilleri ile aynidir.
Tek farki uzunluklaridir. Myomerlerin kalinligi myofibrillerin uzunlugunu belirler.
Myomerler, bag doku yapisindaki myospektrumlar tarafindan bolimlere ayrilmistir. Dik
yonde ayrilanlara myospektrum, zigzagh (transversal) formda ayrilanlara ise myocommata
denir (Diindar, 2010).

Baliklarda yan ¢izgi boyunca omurgaya dogru gelisen ve bag dokusundan yapilmis
bir yatay septum vardir. Bu septum, miyomerleri dorsal ve ventral olarak ikiye boler.
Dorsal kisma epaksial, ventral kisma hipaksial kaslar denir. Dorsal kaslar, deri ile omurga
arasindaki boslugu dolduracak sekilde, tiim viicut boyunca 1yi gelismislerdir. Ventraldeki
kaslar ise, i¢ organlar bélmesinde ince bir tabaka halindedir. Epaksiyal kaslar, dorsal
median septumlarm yan tarafinda uzanan ve bastan kuyruk yiizgecinin kaidesine kadar
uzanan segmentli ve kitle halinde gelismistir ve bu kaslara, Musculus Lateralis Superior
adi verilir (Sarthan ve Cengizler, 2006).

Kas dokusu, metabolik aktivite bakimindan solungac, karaciger ve bobrek gibi
organlarla karsilastirildiginda daha az aktif olmasina karsin; sucul organizmalarda baslica
tiikketilebilir kism1 olusturdugundan, bu dokudaki metal birikiminin incelenmesi metalin
besin zincirindeki aktarimmi yansitmasi bakimindan O6nem tasimaktadir. Sucul
organizmalarla yapilan arastirmalarda kas dokusundaki agir metal birikiminin diger doku
ve organlara gore daha diisiik oldugu ancak birikimin, etkide kalma siiresindeki artisa bagl

olarak arttig1 saptanmistir (Ciftei, 2010).

1.3.3.2. Kas fizyolojisi

Iskelet kaslarmm kasilma ve gevsemeleri istemlidir. Kasmn kasilmasinda, kas
proteinleri, ATP ve Ca iyonlarma ihtiya¢ vardir. Ca, kas aktivitesini regiile eden bir
ajandir. Sinir impulsu kasa ulasinca sarkoplazmik retikulumdan Ca iyonlar1 serbest kalarak
kasilma meydana gelir. Sinir impulsu durur durmaz, Ca siiratle sarkoplazmik retikulum
membranindaki Ca pompa sistemi ile geri alinir (Noyan, 2006).

Kas fibrilinin kasilmasi esnasinda sarkomer kisalmaktadir. Buradaki aktin

12
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filamentlerin M band1 yoniinde kaymalar1 ve I ile H bantlarmin da kisalmasi ile kasilma
gerceklesmektedir. Kasilmanm temeli fibrillerin kisalip filamentlerin kaymasidir (Ober ve

[zzetoglu, 2006).

1.3.3.3. Kas histolojisi

Iskelet kaslar1 fibra muskularis adi verilen kasm fonksiyonu ve yerine gore
uzunluklar1 ve kalmliklar1 degisiklik gosteren uzun kas liflerinden olusur. Kas liflerinin
cekirdekleri perifere yerlesik olup birden fazla bulunur. Kas lifinin plazma zar
sarkolemma, sitoplazmas1 sarkoplazma, endoplazmik retikulumu ise sarkoplazmik
retikulum olarak adlandirilir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Kas liflerinin etrafini endomizyum adi verilen ince bir bag dokusu ¢evreler. Birgok
kas lifi bir araya gelerek primer demetleri ya da kas fasikiillerini olustururlar. Primer
demetlerin etrafi perimizyum adi verilen kalin bir bag dokusu ile ¢evrilmistir (Welsch,
1999). Kas lifleri, kasilabilir 6zellikte olan aktin ve miyozin filamentlerinden olusur. Bu
filamentler kaslara ¢izgililik 6zelliklerini verirler (Welsch, 1999).

Kas liflerinin arasmi dolduran endomizyum retikiiler ipliklerce zengindir. Primer
demetleri olusturan bag dokusu siki yapida olup, kollajen iplikler, kan damarlar1 ve sinir
lifleri ile fibroblast, fibrosit, makrofaj, plazma hiicreleri ve lokosit gibi bag dokusu

hiicrelerini icermektedir (Eroschenko, 2001).

1.4. Mikronukleus

Genotoksik testlerden biri olan mikronukleus (MN) testi, yaygin olarak baliklarda ve
diger sucul organizmalarda kolaylikla uygulanabilir bir testtir (Anderson ve ark., 1994;
Burgeot ve ark., 1995; Al-Sabti ve Metcalfe, 1995; Bolognesi ve ark., 1999; Saotome ve
ark., 1999; Campana ve ark., 2003; Ali ve ark., 2008; Summak, 2009) (Sekil 4).
Mikronukleus olusum hizindaki artis, kimyasal ve fiziksel ajanlarin genetik materyalde
olusturdugu sitogenetik hasarin gostergesi olmaktadir. Mikronukleus (MN) hiicrenin mitoz
boliinme evresinde, ana ¢ekirdege dahil olmayan kromozom pargalarindan ve/veya tam
kromozomlarindan kdken alan olusumlardir (Al-Sabti ve Kurelec, 1985; Bolognesi 1996;
Venier ve ark., 1997; Ayylon ve Garcia-Vazquez, 2000).

MN testinin diger kromozom anormallikleri testlere gére daha yaygmn kullanilma
sebepleri arasinda; kolay yapilabiliyor olmasi, daha kisa zamanda sonug¢ vermesi, giivenilir
olmasi, az sayida Ornegin analiz i¢in yeterli olmasi, ekonomik agidan ucuz olmasi gibi
nedenler gelmektedir (Al-Sabti ve Metcalfe, 1995; Burgeot ve ark., 1995). Bu sebepler
dogrultusunda hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda farkli ajanlarin mutajenik etkilerini

degerlendirmek amaci ile kullanilmaktadirlar (Yirtici, 2007; Hovhannisyan, 2010).
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Mikronukleusun olusumunda tanimlanmis 4 mekanizma belirlenmistir. Bunlar;
- mitotik asentrik fragmentlerindan kdken alan,
- kromozomal kirik ve degisimlerin mekanik sonuclarindaki cesitlilik,
-mitoz swrasindaki mitotik 1§ ipliklerindeki hatadan veya anafazdaki kompleks
konfigiirasyonlardan dolay1 biitiin kromozomun kaybi1 ve
- apoptozistir (Demirel ve Zamani, 2002; Yirtici, 2007; Seving, 2008).

MN testi, mitoz geciren hiicre populasyonu gerektirir. Bu nedenle hiicre dongiisiiniin
siresi bilinmelidir. Bu siire, tiirler arasinda farklilik gosterir. Baliklar poikiloterm
hayvanlardir. Bu nedenle yasam alanlarmin sicakligi onemlidir. Hiicreler, retikiilosit
evresindeyken (mutagenezde polikromatik eritrositler olarak bilinir) normokromatik
eritrositlere olgunlasacagi yer olan periferal dolagima salinir (Yirtici, 2007).

MN sikliginin degerlendirilmesinde dikkate alinmasi gereken durumlar arasinda:

- hiicrenin hasar gérmemis olmas1 ve diger hiicrelerle fiizyon olusturmamasi,

- mikronukleusun etrafinin diizgiin ve biiylikligli ana nukleusun 1/3’i ile 1/16’s1
arasindaki biiytikliikte olmasi ve ayn1 boyanma 6zelliklerini gostermesi,

- niiklear olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamasi gerekir (Fenech ve
Morley, 1985).
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Sekil 4. Mikronukleus olusum asamalar1 (Konen, 2008).
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Mikronukleus ile Tlgili Daha Once Yapilmis Calismalar

Bombail ve ark. (2001) genotoksik etkiyi iki farkl bolgeden temin ettikleri butterfish
(Pholis gunnellus) tizerinde mikronukleus ve nukleus degisikliklerini inceleyerek tespit
etmislerdir. Endiistriyel kirliligin oldugu Firth of Forth, Scotland bdlgesinin i¢ kismindan
alman baliklarda eritrosit mikronukleus frekanslarmin, bdlgenin dis kismindan (kontrol
alani1) alman orneklerde goriilenden daha fazla oldugunu bulmuslardir. Bunun nedeninin de
bdlgenin i¢ kisminda kontaminasyon yaratan ajanlardan dolay1 oldugunu belirtmislerdir.

Russo ve ark. (2004), Italya’da farkli mutajenik kirleticilere maruz bir alan olan
Sarno Nehri ve calismada kontrol alani olarak kullanilan Astroni Géliinden aldiklar1 dogu
sivrisinek baliklar1 (Gambusia holbrooki) tizerinde eritrosit mikronukleus ¢alismalari
yapmislardir. Mikronukleus frekansinin, kirli olan Sarno Nehrinden alman o6rneklerde,
kontrol bdlgesinden alman oOrneklemelere gore istatistiksel olarak daha yiiksek oranda
oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismanin sonucunda Sarno Nehri’ndeki kirleticilerin
genotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

BarSien¢ ve ark. (2006), calismalarinda ham petrole maruz kalan kalkan baligi
(Scophthalmus maximus) ve atlantik morinasinda (Gadus morua) sefalik bobrek ve
periferalden alinan kan eritrositlerinde mikronukleus ve diger niiklear anormalliklerine
(centikli niikleus, tomurcuklu niikleus, loblu niikleus ve biniikleus) bakmiglardir. Baliklar
ortama alistiktan sonra 3 hafta boyunca 0.5 ppm ham petrole, 30 ppb nonylphenol, 0.5 ppm
Hint siimbiilii yagina maruz birakilarak, kontrol grubuyla periferal kan 6rnekleri, bobrek
iistii bezleri ve niiklear anormallikler karsilastirilmistir.

Bolognesi ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢alismada kalkan baliginda (Scophthalmus
maximus) mikronukleus ve c¢ekirdek anomalilerini incelemiglerdir. Baliklar1 farkl
kimyasallara (dialkil fitalat, bisfenol A ve tetra bromo difenil ether) tek tek maruz
biraktiklar1 gibi kimyasallar1 bir arada da vermislerdir. Ozellikle kimyasallar birlikte
verildiginde, mikronukleus ve c¢ekirdek anomalilerinde anlamli bir artis oldugu
gozlemlenmistir.

Deguchi ve ark. (2006) calismalarinda Japon baligin1 (Carassius auratus), 9 giin
siiresince endiistriyel ve yerel atik alanlarindaki sizint1 sularma maruz birakarak,
genotoksik etkiyi eritrosit ve solunga¢ dokularmda mikronukleus testini uygulayarak

belirlemislerdir. Normal ya da islenmis sizint1 sularinda yapilan deneylerle mikronukleus
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frekanslar1 degerlendirilmistir. Solungag eritrosit hiicrelerinde mikronukleus frekansi
yiiksek olurken, periferal eritrosit hiicrelerinde mikronukleus tespiti yapilamamustir.

Ergene ve ark. (2007a), yaptiklar1 calismada Goksu Deltasmin 2 sucul ekosistemi
olan Paradeniz ve Akgol Nehirlerinden aldiklar1 karayayn (Clarias gariepinus), inci baligi
(Alburnus orontis) ve has kefal (Mugil cephalus) tiirlerini inceleyerek nehirdeki agir
metallerin (Cu, Cd, Ni, Pb) baliklar iizerine genotoksik etkilerini, mikronukleus (MN) ve
niiklear buds (NB) degerlerine bakarak belirlemislerdir. Caligma sonunda Goksu
Deltasi'nin genotoksik kirleticiler ile kontamine oldugu, bununda tarim ve antropojenik
atik sularmin desarj ile ilgili oldugunu belirtmislerdir.

Ergene ve ark. (2007b), yaptiklar1 bir diger calismada Berdan Nehrinde biriken
endiistriyel ve evsel atiklarin baliklarda genotoksik etkisini arastirmak i¢in mikronukleus
testini kullanmiglardir. Laboratuvarda Nil tilapyas1 (Oreochromis niloticus) baliklar1 nehrin
farkli bolgelerinden, farkli mevsimlerde alinan su 6rneklerine 2, 4 ve 6 giin boyunca maruz
birakilmistir. Baliklarda, periferalden alinan kan eritrositleri, solunga¢ hiicreleri ve kaudal
ylizgeg epitel hiicrelerindeki mikronukleus frekanslarma bakildiginda nehrin farkl
bolgelerinden alinan su drneklerine gore balik dokularindaki MN frekanslarinin degistigi
goriilmiistiir.

Yirtict (2007), calismasinda Cyprinus carpio’nun eritrositlerinde tartrazinin (gida
katki maddesi) genotoksik etkisinin arastirmistir. Baliklar tartrazinin 250, 500, 1000 ve
1500 mg/L dozlarma 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakilmistir. Mikronukleus frekansi
kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, hem doza hem de zamana bagh bir artis
gosterdigini belirtmislerdir.

Ali ve ark. (2008), calismalarinda Nil Nehri ve diger 3 bolgeden (Abou Homous,
Kafr Eldawar ve Mariout Nehri) alinan baliklar, nil tilapyasi, mavi tilapya, tath su ¢uprasi
ve karabalik (Oreochromis niloticus, Oreochromis aureus, Tilapia zilli ve Clarias
gariepinus) iizerinde MN frekanslarma bakmislardir. Nil Nehrinden alinan 6rnekler Nil
Nehri suyu igme suyu olarak kullanilmasindan dolay1 kontrol grubu olarak belirlenirken
diger 3 bolgeden alman baliklar deneme grubu olarak kullanilmistir. Farkli bolgeler ve
tiirler arasindaki MN frekansi bakilarak en yiiksek MN frekansinin Moriout Nehrindeki
Clarias gariepinus tiriinde oldugunu belirtmislerdir.

Koca ve ark. (2008), Biiylik Menderes Nehrinde iki balik tiirii biyikli balik ve
karaburun (Barbus capito pectoralis ve Chondrostoma nasus) tizerinde su kirliliginin
genotoksik ve histopatolojik etkilerini arastirmiglardir. Eritrosit mikronukleus frekansi
istasyonlar arasinda farklilik gdstermemistir. Bunun yaninda histopatolojik bakimdan

incelenen solungagc, karaciger ve kas dokusunda farkliliklar tespit edilmistir.
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Summak (2009), yaptig1 calismada Niliifer Cayinda kirleticilerin genotoksik
etkilerini Israil sazaminda (Oreochromis niloticus) mikronukleus testi ile belirlemistir.
Calismada Niliifer Caymin ti¢ farkli bdlgesinden alinan su 6rneklerinin fizikokimyasal
analizlerinde Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb ve Zn oranlarinin oldukca yiiksek oldugu
belirlenmistir. Istasyonlar kendi aralarinda mikronukleus orani agisindan karsilastirilmistir.
Barakl (temiz bolge) ile Buttim ve Balikli (kirli bolgeler) bolgelerine ait su orneklerine
maruz birakilan baliklarin eritrositlerinde 6nemli oranda mikronukleus artis1 oldugunu

gozlenmistir.

2.2. Histopatoloji ile Tlgili Daha Once Yapilmis Cahsmalar

Walsh ve ark. (1994), laboratuvar ortaminda kefal baliklar1 (Chelon labrosus)
iizerinde yaptiklar1 kontrollii calismada, baliklar deri tabaklama atiklarmin igerdigi Cr (III)
derisimlerine 2 ay silireyle maruz birakilmis ve karaciger dokusundaki krom birikiminin
diger dokulara oranla daha yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir. Deney siiresi sonunda
baliklarda mortalite gozlenmezken, karaciger dokusundaki yiiksek metal birikimine
ragmen herhangi bir histopatolojik degisim gézlenmemistir.

Ozmen (1997), calismasinda yeme verdigi selenyumun sazan balig1 (Cyprinus carpio
L.) {lizerine etkisinin incelendigi bu calismada, 2.5, 5.0, 10.0 ve 20.0 ppm Se (Na,SeOs3)
yeme katilarak, baliklar1 5 ay beslemistir. Baligin karaciger, bobrek, et, deri, solungac,
bagirsak orneklerinde biriken ve diski ile atilan selenyum diizeyleri belirlenerek sonuglari
kontrol grubu ile karsilastrmistir. Deney sonuclarinda, yemde artan selenyum miktarma
bagh olarak, diski ile atilan, dokular ve organlarda biriken Se miktarinda da artma
oldugunu gostermistir. Doku ve organlardaki birikim miktarinin ise en fazla karacigerde en
az ise kas dokusunda oldugunu belirlemistir.

Walsh ve O’Halloran (1997), arastirmasinda mavi midye (Mytulis edulis) de kromun
farkli formlarmin (Cr (IlI)-alblimin, tabakhane atik Cr (III), Cr (OH) 3, Cr (VI), Cr (I1II)
sitrat)’m 4 hafta siire ile maruziyetinde hepatopankreas, kas, manto, solunga¢ ve bobrek
dokusunda metal birikimi incelenmis ve tiim formlarinin etkisinde birikimin en yiiksek
hepatopankreas dokusunda oldugunu belirlemistir.

Barlas (1999) tarafindan Yukar1 Sakarya Havzasinda 5 istasyonda mevsimsel olarak
sazan (Cyprinus carpio) baliklarmin solungag, karaciger ve bdobrek dokularinda
histopatolojik calismalar yapilmistir. Kirlilige bagli olarak en fazla morfolojik
degisikliklerin solungacta, daha sonra karaciger ve bobrekte oldugu tespit edilmistir.
Solungac¢ histopatolojisinde, sekonder solunga¢ lamellerinin birbiri ile kaynasip normal

gortinlimlerinin  bozuldugu, solunga¢ epitelinde hiperplazi, mukus hiicrelerinde
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hipersegresyonu ve primer lamelin ayrildig1 gértilmiistiir.

Korwin-Kossakowski ve Ostaszewska (2003), kuluckahaneden alman ii¢ giinliik
sazan (Cyprinus carpio) balig1 larvalari otuz giinlik olana kadar 7 mg. NO,-N dm™ (nitrit
nitrojen) suya eklenen tanklarda kiiltiire alinmiglardir. Larval siiresi tamamlanan baliklarda
histopatolojik caligmalar yapmuslardir. Solungag, kalp, karacier, bobrek, bogaz ve
mesanede histolojik doku degisimlerini belirterek nitritin sucul hayvanlara olan toksik
etkilerini belirtmislerdir.

Karaytug ve ark. (2007), calismasinda kadmiyumun 0,1, 0,2, 0,4 ve 0,8 ppm
derisimlerinin 1, 3, 15 ve 30 giin siirelerle etkisinde birakilan sazan (Cyprinus carpio)
baliginin solungag, karaciger, bobrek, dalak, kas ve beyin dokularindaki kadmiyum
birikiminin ICP-AES spektrofotometrik yontemler kullanarak belirlemislerdir. Kadmiyum
birikiminin dokular arasindaki iliskisi Bobrek>Solunga¢>Karaciger>Dalak>Kas>Beyin
olarak tespit ederek, bobrek dokusunun kadmiyum i¢in hedef organ oldugunu
saptamiglardir.

Katalay ve ark. (2007), calismalarinda kirliliginin ¢evre sagligma olan etkilerini
belirlemek icin Izmir kdrfezinin temiz ve kirli bolgeleri olarak belirlenen kisimlarindan
alman kaya baliklarinda (Gobius niger) histopatolojik ¢aligma ile toksisitenin solungag
dokusundaki etkisinin aragtirilmasi ve beslenme yolu ile si¢anlara olan yansimasin
calismiglardir. Solunga¢ dokusu incelenen baliklarda toksik etkinin minimal degisiklikler
olarak gozlenmesi cevre kirliliginin varligma isaret etmektedir. Bu baliklarla beslenmis
siganlarda hem gebelikte hem de gelisimde patolojiye rastlanmamasi, balikta saptanan
minimal toksik etkinin insan sagligina tehdit olusturmadigini géstermistir.

Mishra ve Mohanty (2008), ¢alismalarinda Channa punctatus baligimda krom (VI)
(K2Cr07)  LCsp degerini belirleyerek akut kronik test icin 20 mg/L ve 40 mg/L
konsantrasyonlarinda 96 saat bu agmr metale maruz brakmiglardir. Calisma sonunda,
karaciger, solungac¢ ve bobrek dokularinda histopatolojik degisimleri degerlendirmislerdir.
Solungacdaki dejenerasyonun karaciger ve bobrege gore daha fazla oldugu gorilmiistiir.
Akut krom toksitesi, vital organlarda bircok etki ve davranis degisimi gostermesinden
dolay1, balik populasyonuna zararl olabilecegi caligma sonuclar1 gostermektedir.

Vinodhini ve Narayanan (2008), calismalarinda kontamine sularda agir metale maruz
kalan tath su baliklarinin g¢esitli organlarindaki agir metalin biyoakiimiilasyonunu
belirlemislerdir. Bu amacla, deney baliklar1 32 giin krom (Cr), nikel (Ni), kadmiyum (Cd)
ve bakirin (Pb) sublethal konsantrasyonlarina maruz kalmistir. Analizler atomik
absorbsiyon spektrofotometri yontemi kullanilarak 8, 16, 32. giin yapilmis olup kontrol

grubu ile karsilagtirmistir. Calismada bobrek, solungac ve karaciger dokularinda kursun ve
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kadmiyum, krom ve nikele gore daha cok biriktigini gozlemlemislerdir. Solungag ve
karaciger dokusunda Cd > Pb > Ni >Cr ve Pb > Cd > Ni > Cr, bobrek dokusunda Pb > Cd
> Cr > N1 birikim oranlarmi vermistir.

Kolbas1 (Tekkan) (2008), kullanim alan1 ¢cok genis olup, cevreye karsi biiyiik tehdit
olusturan kimyasal maddelerden biri olan perklorat tuzlarmmdan sodyum perkloratin
(NaClO4) cevre sagligina olan etkilerini Moli balig1 (Poecilia sphenops) {iizerinde
uygulayarak gostermistir. Farkli perklorat konsantrasyonlarmna (1, 5, 25 ve 125 ppm) 10
glin boyunca maruz birakilan hayvanlarin karaciger ve tiroid dokularinda histolojik
incelemeler yapmistir. Tiroid dokusunda perklorat konsantrasyonu artisma cogunlukla
paralel olarak folikiil hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi, kolloid sivisinda azalma
ve/veya heterojen goriiniim ile yeni damar olusumlar1 ve folikiilleri ¢evreleyen damarlarda
genislemeler gozlemistir. Karaciger dokusunda ise melanomakrofaj merkezlerindeki hiicre
sayllarinda artis; siniizoitlerde ve hepatopankreasta kanlanma; hepatositlerde yaglanma;
nukleus sekillerinde bozulma; nekroz ve fibr6z doku olusumu goézlenen degisimler
arasindadir.

Velma ve Tchounwou (2010), Japon baligi (Carassius auratus) lizerinde, krom
VI’'nin farkli konsantrasyonlar1 (LCiys, LCysve LCsp) ile 96 saat statik yenileme
uygulayarak yaptiklar1 c¢aligmalarinda baligin karaciger ve bobrek dokularindaki
histopatolojik degisimlere bakmislardir. Histopatoloji analizleri sonucunda karaciger ve
bobrekteki patolojik bulgularin kromun dozlariyla dogru orantili arttigini ve ¢esitli
lezyonlar tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Bulut (2010), tez calismasinda balik hastaliklarinda profilaktif ve tedavi amaciyla
yaygin bir sekilde kullanilan bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ve formaldehitin (CH,O)
gokkusag alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) histopatolojik ve hematolojik etkilerini
incelemistir. Bakir siilfatin 0,5 mg/L (24 saat), 3,0 mg/L (18 saat), 500 mg/L (1-2 dk.) ve
formaldehitin 250 ml/L (1 saat), 500 ml/L (45 dk.) konsantrasyonlarma baliklar1 maruz
birakmustir. Histopatolojik bulgularda solunga¢ lamellerinde, pillar ve epitelyum
hiicrelerinde dejenerasyon, nekroz, kas dokularinda dejenerasyon, karacigerde sinuzoidal
bosluklar, venalarda konjesyon, damarlarda hasar ve hepatositlerde dejenerasyon
belirlenmistir.

Ciftei (2010), arastrmasinda krom (VI)’nin 0,5, 1,0 ve 2,0 ppm’lik derisimlerini 7,
15 ve 30. giindeki etkisini Nil tilapyas1 (Oreochromis niloticus), sazan (Cyprinus carpio),
karayaymn (Clarias gariepinus) ve mavi yenge¢ (Callinectes sapidus) dokularindaki metal
birikimine bakmistir. Calisilan kas, solungag, karaciger ve hepatopankreas dokularinda

krom birikimi, metalin ortam derigimi ve etkide kalma siiresindeki artiga baglh olarak
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artmistir. Birikim baliklarda en yiiksek karaciger, C. sapidus’da ise 0,5 ppm disinda
solungaclarda olurken, balik tiirleri arasinda en yiiksek C. gariepinus’da oldugu
belirlenmistir.

Diindar (2010), calismasinda arsenik (As) toksisitesine maruz kalan pullu sazan
(Cyprinus carpio) baliklarinda meydana gelen oksidatif strese karsi propolisin etkilerini
gozlemlemek amaciyla biyokimyasal, hematolojik, histolojik ve mikrobiyolojik analizler
yapmistir. Kontrol grubu, arsenige maruz birakilmis sazan, propolis uygulanmis sazan ve
arsenik ile birlikte propolis uygulanmis sazan baliklar1 olmak tizere 4 grup olusturmustur.
Histopatolojik caligmalar sonucunda; arsenigin karaciger ve kas dokularinda ¢ok bariz
histopatolojiye neden olmadigi gozlenirken solunga¢ dokusunda sekonder lamellerde
birlesmelerin ve hiicre kayiplarmin oldugu, hatta yer yer sekonder lamellerin diizlestigini
gormiistiir. Arsenik ve propolis beraber uygulandiginda dokularda bu hasarlarin daha az
oldugunu tespit edilmistir. Eritrosit morfolojileri bakimindan gruplar arasinda belirgin bir

farklilik gozlenmemistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Materyali

Bu calisma kapsaminda kullanilan sazan (Cyprinus carpio L.) baliklar1 Akdeniz Su
Uriinleri Arastirma ve Egitim Enstitiisiinden satm alinmistir. Baliklar Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Laboratuvarlarma getirildikten
sonra adaptasyon tanklarina almarak, on iki saat aydinlik on iki saat karanlik fotoperiyotta,
uygun balik yemleriyle beslenmistir. Iki hafta ortama adapte edilen baliklar 100 litrelik
cam akvaryumlara alinarak iki hafta da cam akvaryumlarda ortama adapte edilmislerdir
(Sekil 5).

e —

\

SEEREEIT S

Sekil 5. Deney akvaryumlar1 diizenegi.

Deneyde ortalama 35,844 gr. agiwrhiginda, 12,3+1,12 cm. boyunda baliklar
kullanilmistir. Deneyler siiresince baliklar, giinde bir kez ayni saatte toplam biyomasin
%2’si kadar hazir sazan yemi ile beslenmislerdir.

Calismamizda dinlenmis ¢esme suyu (pH 6,9+0,3, ¢6zlinmiis oksijen 4,68+0,6 mg/L,
tuzluluk 0,2 ppt, amonyak 0,142 mg/L, sicaklik 21,2+0,7°C) kullanilmastir.

Sazan balig1 icin K,Cr,O; konsantrasyonlarmin belirlenmesinde, 96 saatteki LCsg
(93.6 mg' L") degeri baz almmustir (Al- Akel ve Shamsi, 1996). Calismada kullanilan
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krom (VI) metali Merck firmasindan temin edilmistir.

Kontrol grubu tanklara krom igermeyen dinlenmis ¢gesme suyu konmustur. Deneme
3 tekerriirlii dizayn edilip, ¢aligmamizda 3 kontrol tanki 9 deneme tanki olmak iizere
toplam 12 tank kullanilmistir. Her akvaryuma 10’ar adet balik konulmustur. Deney
tanklarindaki krom miktar1 LCys (37,44 ppm), LCi25 (18,72 ppm) ve LCs2s (9,36 ppm)
olarak suya ¢oziinmiis olarak verilmistir. Baliklar 14 giin boyunca belirlenen farkli krom
(VD) konsantrasyonlarma maruz birakilmistir. Baliklarda deney siirecinde mortalite
gozlemlenmemistir.

Aragtirmalar  siiresince  akvaryumlardaki krom ¢d6zeltilerinin  derisiminde
adsorbsiyon, presipitasyon ve evaporasyon gibi nedenlerle degisimler olabileceginden,
deney c¢ozeltileri her giin stok c¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak, sabah
akvaryumdaki suyun % 30’u, aksam %70’1 olmak {izere degistirilmis ve ortam
yenilenmistir.

Denemede 0. gin ve 7. gin her akvaryumdan 3’er balik, 14. giin ise her
akvaryumdan 4’er balik alinarak biitiin baliklar incelenmistir. Alinan baliklar MS222
(Sigma) (Yildirim ve ark. 2009) anestezik maddesi ile bayiltildiktan sonra Oncelikle
mikronukleus testi i¢cin kaudal venalarindan kan Ornekleri almmistir. Daha sonra
histopatolojik analizler i¢in baliklar diseksiyon edildikten sonra karaciger, solunga¢ ve kas
dokular1 almarak incelemeler yapilmistir ve 6nemli alanlar mikrofotografi metoduyla

fotograflanmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Mikronukleus analizleri

Mikronukleus analizleri baliklarin kuyruk yiizgecinden periferik kan ornekleri
almarak geceklestirilmistir.

Her o6rnek i¢cin li¢ yayma preparat hazirlanarak, preparatlar havada kurutulduktan
sonra %95’lik etanolde 20 dk. siiresince fikse edilmistir. Fikse edilen preparatlar tekrar
havada kurutulduktan sonra %5’lik Giemsa (Bio Optica) soliisyonunda 20 dk. siiresince
boyanmistir. Boyama isleminden sonra preparatlar saf sudan gecirilerek fazla boyadan
arindirilmiglardir. Preparatlar kuruduktan sonra entellen ile lameller kapatilarak daimi
preparatlar hazirlanip 151k mikroskobu (Olympus BXS51) altinda degerlendirilmistir. Her
preparattan 1000 hiicre sayilarak mikronukleus (MN) ve ¢ekirdek anomalileri (tomurcuklu,
centikli, loblu, binukleus) tesbit edilmistir. MN ve ¢ekirdek anomalileri mikrofotografi

metoduyla fotograflandirilmistir.
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Mikronukleus ¢alismalarindaki veriler istatistiksel degerlendirmede tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Konsantrasyon ve uygulama siiresi

arasindaki iliskiyi belirlemek icin ¢ift yonlii varyans analizi kullanilmistir.

3.2.2. Histopatolojik analizler

Krom (VI) verilen baliklarin solungag, karaciger ve kas dokular1 alindiktan sonra
%10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat siire ile fikse edildikten sonra akarsuda 12 saat
yikanan dokular dereceli alkollerden (%70, %80, %90, %96, %100) toplam 6 saat siire
gecirilerek dehidrasyon saglandi. Dokular % 50 alkol + % 50 xylen karigiminda 30 dk
birakildiktan sonra 2 saat xylende bekletilerek seffaflandirilda.

3.2.2.1. Doku gomme islemi

Xylenden cikartilan dokular 58 derecedeki etiiv icinde bir (1) saat siire ile
xylentparafin karisiminda bekletildi. Daha sonra 3 saat parafin i¢ine konuldu.
Inkiibatérden (Niive ENO055) alman Ornekler parafine gomme cihazi (Slee MPS) ile

gomiildii. Gomiilen doku 6rnekleri kesilinceye kadar -20 de bekletildi.
3.2.2.2. Kesit alma

Doku 6rnekleri mikrotomda (Thermo Scientific) 4-5 mikron kalinliginda kesildikten

sonra parafin banyosu i¢inde agtirilarak lam iizerine alind.
3.2.2.3. Boyama islemi

Lama alnan dokular kuruduktan sonra, boyama cihazi (Leica Austainer XL) ile
Hematoksilen-Eosin (H&E) (Bio-Optica 05-06004) ile boyandi (Luna, 1968). Masson
trichrome (Bio-Optica 04-010802) boyamas1 ile hiicrenin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin

yani sira bag dokudaki yapilar da boyandu.
3.2.2.4. Dokularin kapama ve degerlendirme islemleri

Boyanan preperatlarin kalici olmasini saglamak amaciyla dokular {izerine lamel
entellan yapistiricist ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (ZEISS
AX10-Scope.Al) degerlendirildikten sonra bulgular dijital kamera (Zeiss Axiocam ICc3
3.3 megapixel) ile fotograflandi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Histopatolojik Bulgular:
4.1.1. iskelet kas dokusu:

4.1.1.1. iskelet kas dokusu kontrol grubu: Sazan baliklarinimn iskelet kasi dokulari
Hematoksilen-Eozin (H.E.) ve Masson trikrom boyamalar1 ile boyandi. Masson trikrom
boyamasi ile hiicreler aras1 bag dokusunu olusturan kollajen lifleri mavi, hiicre ¢ekirdekleri
siyah, hiicre sitoplazmalar1 ise kirmizi boyandi. H.E. ve Masson trikrom ile boyanan kas
dokularinin normal yapisinin kas lifleri ile bu lifleri ¢evreleyen endomizyum, kas liflerinin
birlesmesi ile olusan primer demetler ve bu demetleri ¢evreleyen perimizyum adi verilen
bagdokusundan olustugu gozlemlendi. Primer demetlerin bir araya gelerek sekonder kas
demetlerini olusturduklar1 gozlemlendi. Sekonder demetleri baglayan bagdokusunda
kollajen yogun iken, primer demetler arasinda daha az olarak belirlendi. Kas lifleri
arasinda ise kollajene ¢ok az rastlandi (Sekil 6). H.E. boyamasi ile kirmizi renkte boyanan
kas liflerinin hiicre cekirdeklerinin perifere yerlesik ve birden fazla sayida olduklari
goriildi. Her iki boyama sonucunda kas liflerinin farkli ¢aplarda olduklar1 tespit edildi.
H.E. boyamasi ile kas liflerinde aktin ve miyozin filamentlerinin olusturdugu kalin ve ince

bantlar gbzlemlendi (Sekil 7).
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Sekil 6. Iskelet kas1 kontrol grubu. Farkli caplardaki kas fibrilleri (kirmizi ok), primer
demetler (mavi ok), endomizyum (siyah ok), perimizyum (kirmizi yildiz), kas lifleri ve kas

demetleri arasindaki kollajen (mor ok). Masson trichrome x 10.

Sekil 7. Iskelet kasi kontrol grubu. Sazan baligmin kas lifi (¢ift yonlii beyaz ok), hiicre
cekirdegi (siyah ok), A bandi (mavi ok), I band1 (beyaz ok). H.E. x 100.
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4.1.1.2. iskelet kas dokusu 7. giin diisiik doz (9,36 ppm): Yedi (7) giin siire ile

diisiik doz verilen sazan baliklariin iskelet kasi lifleri arasindaki kollajende artis ile bazi

kas liflerinde dejenerasyon belirtileri tespit edildi (Sekil 8).

Sekil 8. Yedi (7) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen iskelet kas1. Iskelet kas lifleri
arasindaki kollajen (mor ok), kas demetleri arasindaki kollajen (siyah ok), dejenere olmaya

baslayan kas lifi (kirmiz1 ok), normal kas lifleri (mavi ok). Masson trichrome x 10.
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4.1.1.3. iskelet kas dokusu 7. giin orta doz (18,72 ppm): Yedi (7) giin siire ile orta
doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin iskelet kasi liflerinin arasindaki kollajenin kontrol

ve diisik doz grubuna gore artis gosterdigi belirlendi. Bazi kas liflerinde dejeneratif

degisiklikler gozlenmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Yedi (7) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen iskelet kas1. Iskelet kas lifleri
arasindaki kollajen (kirmizi ok), primer demetler arasindaki kolajen artis1 (siyah ok), kas
lifindeki dejenerasyon baslangici (beyaz ok), kas liflerinin uzunlamasina kesiti (mavi ok).

Masson trichrome x 10.
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4.1.1.4. iskelet kas dokusu 7. giin yiiksek doz (37,44 ppm) : Yedi (7) giin siire ile
yiiksek dozda krom (VI) verilen sazan baliklariin kas lifleri arasinda mono niiklear hiicre
infiltrasyonu tespit edildi. Iskelet kas lifleri arasindaki perimizyumu olusturan bag

dokusunda artis gézlenmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen iskelet kasu. Iskelet kas lifleri

arasindaki bag dokuda mono niiklear hiicre infiltrasyonu (beyaz ok), uzunlamasina kesit

gosteren iskelet kasi lifleri (mavi ok), iskelet kas lifleri arasinda artig gosteren

perimizyumu olusturan bag dokusu (kirmizi ok). H.E. x 20.
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4.1.1.5. iskelet kas dokusu 14. giin diisiik doz (9,36 ppm): Ondort (14) giin siire
ile diisilk dozda krom (VI) verilen sazan baliklarinin kas lifleri arasinda Masson trichrome

boyamasi ile mavi renkle goriilen kollajen ile birlikte bag dokusu artis1 ve kas liflerinde

dejenere alanlar gozlenmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Ondért (14) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen kas. Iskelet kas lifleri
(beyaz ok), kas lifleri arasindaki kollajen artis1 (kirmizi ok), kas lifleri arasindaki kollajen

artig1 (sar1 ok), kas liflerindeki dejenere alanlar (siyah ok). Masson trichrome x 10.
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4.1.1.6. iskelet kas dokusu 14. giin orta doz (18,72 ppm): Ondort (14) giin siire

ile orta dozda krom (VI) verilen sazan baliklarinin kas lifleri arasindaki bag doku ile

dejenere olan kas liflerinde artig gdzlenmistir(Sekil 12).

Sekil 12. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen iskelet kasi. Normal iskelet
kasi lifleri (beyaz ok), dejenere iskelet kasi lifleri (kirmizi ok), bag doku artisi (sar1 ok).

Masson trichrome x10.
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4.1.1.7. iskelet kas dokusu 14. giin yiiksek doz (37,44 ppm): Ondort (14) giin siire
ile yliksek dozda krom (VI) verilen sazan baliklarinin H.E. boyamasi ile iskelet kas lifleri
arasindaki bag dokuda artis ve mono niiklear hiicre infiltrasyonu gozlemlendi (Sekil 13).
Masson trichrome boyamasi ile iskelet kasi liflerinin ve primer demetlerin aralarindaki

bagdokuda kollajen artig1 ile bazi kas liflerinde belirgin bir dejenerasyon godzlenmistir
(Sekil 14).

Sekil 13. Ondért (14) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen iskelet kas1. Iskelet kasi

lifleri (beyaz ok), bag doku (mavi ok), mono niiklear hiicre infiltrasyonu (sar1 ok). H.E. x
20.
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Sekil 14. Ondort (14) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen iskelet kas dokusu.

Normal kas lifleri (beyaz ok), dejenere kas lifleri (mavi ok), kas lifleri arasindaki bag

dokusunda kollajen artis1 (sar1 ok). Masson trichrome x 10.
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4.1.2. Karaciger dokusunun histopatolojik bulgulari: Sazan baliklarinin karaciger

dokular1 H.E. ve Masson trichrome boyalar1 ile boyanarak degerlendirildi.

4.1.2.1. Karaciger dokusu kontrol grubu: H.E. ile boyanan sazan balig1 karaciger
dokusunun hepatopankreas yapisinda oldugu goézlemlendi. Pankreas asinuslari ya da
loblar1 karaciger dokusu igine yayilmigs olarak gozlemlendi (Sekil 15). Pankreas
asiniislerinin merkezlerinde ven icerdikleri belirlendi. Asinus hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin
bazala yerlestigi ve bu hiicrelerin sitoplazmasinda bol miktarlarda salgi graniillerine
rastlanildi (Sekil 16). Kesitlerimizde pankreas kanali ve Langerhans adaciklarina
rastlanilmadi. Karaciger paransim hiicrelerinin ¢ekirdekleri H.E. boyasi ile mor,
sitoplazmalar1 pembe renkte boyandi. Parangim hiicrelerinin aralarinda i¢lerinde genelde
kan hiicrelerinin bulundugu siniizoidler mevcuttu. Siniizoidlerin kenarlarinda yildiz sekilli
kupfter hiicreleri ile tek katli yassi siniizoid epitelyum hiicreleri gozlemlendi. Siniizoidlerin
acildig1 merkezi ven birgok kesitte ortaya ¢ikmisti. Karaciger paransiminde dikkati ¢eken
diger bir yap1 da safra kanallartydi. Bu kanallar genelde tek kathi kiibik epitelyum ile
dosenmis olarak goriildi (Sekil 17).

Sekil 15. Kontrol grubu. Hepatopankreas. Karaciger paransimi (beyaz ok), Pankreas (sar1
ok), pankreas merkezindeki ven (siyah ok). H.E. x 10.
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Sekil 16. Kontrol grubu karaciger. Pankreas asiniisii (¢ift yonlii beyaz ok), salg1 graniilleri

(sar1 ok), pankreas asiniis veni (mavi ok). H.E. x 40.

Sekil 17. Kontrol grubu karaciger. Karaciger parangim hiicreleri (beyaz ok), siniizoid (sar1
ok), kupffer hiicresi (kirmizi ok), Safra kanali (siyah ok). H.E. x 40.
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4.1.2.2. Karaciger dokusu 7. giin diisiik doz (9,36 ppm): Yedi (7) giin siire ile
diisiik doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin H.E. boyamas1 ile birka¢ karaciger
paransim hiicresinin sitoplazmalarinda az miktarda yaglanma, siniizoidlerde genisleme ve
konjesyon gozlemlendi (Sekil 18). Masson trichrome ile yapilan boyamada ise bazi
karaciger paransim hiicrelerinde yaglanma ve dejenerasyon ile bu bolgedeki kupffer hiicre
sayisinda artis tespit edildi (Sekil 19). H.E. ile yapilan boyamada karaciger paransiminde

genis olarak lokalize olan mono niiklear hiicre infiltrasyonu goriildi (Sekil 20).

Sekil 18. Yedi (7) giin siire ile diisiikk doz krom (VI) verilen karaciger. Yaglanma gosteren

karaciger parangim hiicresi (beyaz ok), genislemis siniizoidler ve lumenlerinde kan hiicre
birikimi (sar1 ok). H.E. x 40.
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Sekil 19. Yedi (7) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen karaciger. Karaciger
paransiminde dejenerasyon bdlgesi (beyaz ok), Kupffer hiicreleri (kirmizi ok), Masson

trichrome. x 100.
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Sekil 20. Yedi (7) giin siire ile diisik doz krom (VI) verilen karaciger. Karaciger
paransiminde yaygm mono niiklear hiicre infiltrasyonu (beyaz ok), pankreas (sar1 ok),

karaciger paransim hiicreleri (mavi ok), siniizoidler (yesil ok). H.E. x 10.
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4.1.2.3. Karaciger dokusu 7. giin orta doz (18,72 ppm): Yedi (7) giin siire ile orta

doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin H.E. boyamasi1 ile karaciger paransimindeki

siniizoidlerde genisleme (dilatasyon) (Sekil 21), karaciger parangim hiicrelerinde sisme
(hipertrofi) gdzlemlendi (Sekil 22).

Sekil 21. Yedi (7) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Sintizoidlerde
genisleme (beyaz ok). H.E. x 40.
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Sekil 22. Yedi (7) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Normal
karaciger parangim hiicresi (sar1 ok), Karaciger paransim hiicrelerinde sisme (kirmizi ok).

Masson trichrome x 100.
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4.1.2.4. Karaciger dokusu 7. giin yiiksek doz (37,44 ppm): Yedi (7) giin siire ile
yiiksek doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin Masson trichrome ve H.E. boyamasi ile
karaciger paransimindeki siniizoidlerde genisleme ve konjesyon (Sekil 23), karaciger
paransim hiicrelerinde vakuolizasyon (Sekil 24, 25), karaciger paransiminde nekrotik

alanlar gozlemlendi (Sekil 26).

Sekil 23. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger

siniizoidlerinde genisleme (beyaz ok) ve konjesyon (kirmizi ok). Masson trichrome
x100.
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Sekil 24. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger
paransim hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuolizasyon (beyaz ok), sinizoidlerde

konjesyon (kirmizi ok), Kupffer yildiz hiicreleri sayisinda artis (sar1 ok). H.E. x 40.

Sekil 25. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger

paransim hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuolizasyon (kirmizi ok). Masson trichrome
x100.
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Sekil 26. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger

paransiminde nekroz (ok ucu). Masson trichrome x 100.
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4.1.2.5. Karaciger dokusu 14. giin diisiik doz (9,36 ppm): Ondort (14) giin siire ile
diisiik doz krom (VI) verilen sazan baliklarmin pankreas loblarmin ¢evresinde (Sekil 27)
ve periarterial alanlarda (Sekil 28) 6dematdz degisiklikler, karaciger parangim hiicrelerinde
sisme (hipertrofi) ve yaglanma (Sekil 29), karaciger paransimindeki siniizoidlerde

genisleme ve karaciger paransim hiicrelerinde piknotik ¢ekirdek (Sekil 30), Kupffer

hiicrelerinde artig (Sekil 27) gozlemlendi.

Sekil 27. Ondort (14) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Pankreas
cevresinde 6dematodz degisiklikler (kirmizi ok), Kupffer hiicreleri (sar1 ok). H.E. x 20.
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Sekil 28. Ondort (14) giin siire ile diisik doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.

Periarterial alanlarda 6demat6z degisiklikler (kirmizi ok). Masson trichrome x 40.

Sekil 29. Ondort (14) giin siire ile disik doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.

Karaciger parangim hiicrelerinde sisme (beyaz ok) ve yaglanma (sar1 ok). H.E. x 100.
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Sekil 30. Ondort (14) giin siire ile diisik doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.
Karaciger parangimindeki siniizoidlerde genisleme ile karaciger paransim hiicresinde

piknotik goriintii (kirmizi ok). H.E. x 100.
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4.1.2.6. Karaciger dokusu 14. giin orta doz (18,72 ppm): Ondort (14) giin siire
ile orta doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin pankreas loblarinin ¢evresinde (Sekil 31)
ve karaciger paransimindeki periarterial bolgelerde 6dematdz alanlar tespit edildi (Sekil
32). Siniizoidlerde genisleme (Sekil 33) ve karaciger paransim hiicrelerinde sisme

(hipertrofi) (Sekil 34) ve yaygin dejenerasyon (Sekil 35) gozlemlendi.

Sekil 31. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Pankreas

loblarmin ¢evresindeki 6dematdz alanlar (sar1 ok). H.E. x 10.
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Sekil 32. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Arterlerin

cevresindeki 6dematdz alanlar (beyaz ok). Masson trichrome x 40.

Sekil 33. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.

Siniizoidlerde genisleme (¢ift yonlii beyaz ok). Masson trichrome x 100.
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Sekil 34. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger
paransim hiicrelerinde sisme (beyaz ok), piknotik ¢ekirdek (sar1 ok). H.E. x 100.

Sekil 35. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen karaciger dokusu. Karaciger

paransim hiicrelerinde dejeneratif alanlar (¢ift yonlii kirmizi ok). H.E. x 100.

49



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Miige CETIN

4.1.2.7. Karaciger dokusu 14. giin yiiksek doz (37,44 ppm): Ondort (14) giin siire
ile yiiksek doz krom (VI) verilen sazan baliklarmin karaciger siniizoidlerinde genisleme ve
konjesyon (Sekil 36) karaciger paransimin hiicrelerinde sisme ve hiicre ¢ekirdeklerinde
eksantrik yerlesim (Sekil 37), pankreas asinus hiicre ¢ekirdeklerinde bozulmalar (Sekil 38)

gozlemlendi.

Sekil 36. Ondort (14) giin siire ile yiikksek doz krom (V1) verilen karaciger dokusu. Sentral

vende konjesyon (beyaz ok), siniizoidlerde konjesyon ve genisleme (sar1 ok). H.E. x 40.
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Sekil 37. Ondort (14) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.
Karaciger paransim hiicrelerinde sisme (kirmizi ok) ve g¢ekirdeklerin eksantrik yerlesimi
(beyaz ok), piknotik ¢ekirdek (sar1 ok). H.E. x100.

Sekil 38. Ondort (14) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen karaciger dokusu.

Pankreas asinus hiicre ¢ekirdeklerinde bozulmalar (kirmizi ok). H.E. x 10.
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4.1.3. Solunga¢ dokusu histopatolojik bulgulari: Sazan baliklarmin solungag

dokular1 H.E. ve Masson trichrome boyalar1 ile boyanarak degerlendirildi.

4.1.3.1. Solunga¢ dokusu kontrol grubu: Sazan baliklarmin solungaclarindaki
solungag taraklarinin, bazal membran iizerinde yerlesik ¢ok katl epitelyumdan ve bazal
membran altindaki bag dokudan olustugu gozlemlendi (Sekil 39, 40). Solungag
taraklarmin altindaki bag dokusuna baglantili olan solunga¢ filamentlerinin de primer ve
sekonder lamellerden meydana geldigi tespit edildi (Sekil 41). Filamentlerin ortasinda
uzunlamasina seyreden hiyalin kikirdak yapisi ve bu kikirdak yapisinin etrafinda damarlar,
damarlarla sekonder filamentlerin arasinda filament epitelyum hiicreleri, bu hiicreler
arasinda kikirdak g¢evresindeki venlerden ¢ikan kapillerler (Sekil 41), filament epitelyum
hiicreleri ve sekonder lameller arasinda mukus salgilayan mukus hiicreleri (Sekil 42) ile

klorid hiicreleri, sekonder lamellerde tek katli yassi solunum epitelyum hiicreleri

(respiratorik hiicreler) ile destek hiicreleri (pillar hiicreler) gortildi (Sekil 43).

Sekil 39. Kontrol solunga¢ dokusu. Solungag taragidaki epitelyum (¢ift yonlii kirmizi ok),

bazal membran (sar1 ok) ve tarak bag dokusu (beyaz ok). Masson trichrome x 10.
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Sekil 40. Kontrol solunga¢ dokusu. Solunga¢ taragindaki epitelyum (¢ift yonlii beyaz ok),

bazal membran (sar1 ok) ve tarak bag dokusu (beyaz ok). Masson trichrome x 100.

Sekil 41. Kontrol solungag filament. Filament i¢indeki kikirdak (sar1 ok), ven (kirmizi ok),

filament epitelyumu (beyaz ok), primer lamel (¢ift yonlii i¢i kirmizi beyaz ok), sekonder

lamel (mor ok). Masson trichrome x 20.
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Sekil 42. Kontrol solunga¢ dokusu. Hiyalin kikirdak (beyaz ok), kikirdak cevresindeki
venler (kirmizi ok), mukus hiicreleri (M), filament epitelyumu (sar1 ok), ekstraselliiler
matriks (EM). Masson trichrome x 100.

Sekil 43. Kontrol solunga¢ dokusu. Filament epitelyum hiicreleri (¢ift yonlii beyaz ok),
sekonder lameller icindeki kapillerler ve kan hiicreleri (sar1 ok), solunum epitelyumu
(beyaz ok), destek hiicresi (ok basi), klorid hiicreleri (turuncu ok). Masson trichrome x
100.
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4.1.3.2. Solungac¢ dokusu 7. giin diisiik doz (9,36 ppm): Yedi (7) giin siire ile
diisiik doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunda filament epitelyum
hiicrelerindeki ¢cogalmaya bagli olarak primer lamellerde kalinlasma (hipertrofi), sekonder

lamelleri olusturan kapillerin etrafinda hafif 6dem tespit edildi (Sekil 44).

Sekil 44. Yedi (7) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Filament

epitelyum hiicrelerindeki kalinlagsma (¢ift yonlii beyaz ok), primer lamellerdeki perikapiller

0dem (kirmizi ok). Masson trichrome x 40.
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4.1.3.3. Solungac¢ dokusu 7. giin orta doz (18,72 ppm): Yedi (7) giin siire ile orta
doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunda filament epitelyumun
hiicrelerinde diisiik doz grubuna gore kalinlasmanin arttigi goézlemlendi (Sekil 45).
Filament epitelyumu ile sekonder lameller arasinda mukus hiicrelerinde belirgin bir artis
tespit edildi (Sekil 46).

Sekil 45. Yedi (7) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen solungag dokusu. Hiyalin

kikirdak (sar1 ok), filament epitelyumundaki kalinlasma (beyaz ¢izgi), mukus
hiicrelerindeki hipertrofi (beyaz ok), Masson trichrome x 40.
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Sekil 46. Yedi (7) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Filament

epitelyumunda kalinlasma (beyaz ok), mukus hiicrelerindeki artis (kirmizi ok). Masson

trichrome x 40.
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4.1.3.4. Solungac dokusu 7. giin yiiksek doz (37,44 ppm): Yedi (7) giin siire ile
yiiksek doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunda doza bagli olarak
tarak epitelyumunun oturdugu bazal membran da kalinlagsma tespit edildi (Sekil 47).

Filament epitelyumun bazal kisimlarindaki hiicrelerde dejenerasyon, kapillerde kivrilmalar

ve Odem (Sekil 48), Sekonder lamel kapillerinde konjesyon ve anevrizma gdzlemlendi
(Sekil 49).

Sekil 47. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Solungag
tarak epitelyumu (kirmizi ok), bazal membran (beyaz ok), solungag tarak bag dokusu (sar1

ok). Masson trichrome x 100.
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Sekil 48. Yedi (7) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Filament
epitelyumu ile sekonder lameller arasinda mukus hiicrelerindeki artis (beyaz ok), filament
epitelyumun bazal kisimlarindaki hiicrelerde dejenerasyon (kirmizi ok), kapillerde

kivrilmalar (sar1 ok), 6dem (¢ift yonlii yesil ok). Masson trichrome x 40.

Sekil 49. Yedi (7) giin siire ile yiikksek doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Sekonder

lamel kapillerinde konjesyon ve anevrizma (beyaz ok), Masson trichrome x 100.
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4.1.3.5. Solungac¢ dokusu 14. giin diisiik doz (9,36 ppm): Ondort (14) giin siire ile
diisiik doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunda kontrol grubuna gore
tarak epitelyumun oturdugu bazal membranda kalinlagma tespit edildi (Sekil 50). Primer

lamel veninde dilatasyon, sekonder lamel kapillerinde konjesyon ve anevrizma, kapiller

etrafinda 6dem, sekonder lamellerde kalinlasma (Sekil 51).

Sekil 50. Ondort (14) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Solungag
tarak epitelyumi (beyaz ok), bazal membran (kirmizi ok), solungag tarak bag dokusu (sar1

ok). Masson trichrome x 100.
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Sekil 51. Ondort (14) giin siire ile diisiik doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Primer
lamel veninde dilatasyon (¢ift yonlii beyaz ok), sekonder lamel kapillerinde konjesyon ve

anevrizma (kirmizi ok), kapiller etrafinda 6dem (sar1 ok). Masson trichrome x 40.
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4.1.3.6. Solungag¢ dokusu 14. giin orta doz (18,72 ppm): Ondort (14) giin siire ile
orta doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunun solungag taraklarinin
baz1 epitelyum bolgelerinde hiperplazi, epitelyum i¢inde mukus salgi yapan hiicreler,
epitelyumun altindaki bazal membranda kalinlasma gozlemlendi (Sekil 52). Filament
epitelyumunda kalinlagsma ve sekonder lamellerin yapismasi diisiik doz verilen gruba gore

daha belirgindi. Sekonder lamellerin kapillerlerinde genisleme tespit edildi (Sekil 53).

Sekil 52. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Solungag

tarak epitelyumu (¢ift yonlii beyaz ok), epitelyum arasindaki mukus hiicreleri (sar1 ok),
bazal membran (kirmizi ok), solungag tarak bag dokusu (beyaz ok). Masson trichrome x
20.
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Sekil 53. Ondort (14) giin siire ile orta doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu. Filament

epitelyumunda kalinlasma (¢ift yonlii beyaz ok), sekonder lamellerde yapisma (kirmizi
ok), sekonder lamellerin kapillerlerinde dilatasyon (sar1 ok), kikirdak hiicrelerinde

dejenerasyon (beyaz ok). H.E. x 40.
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4.1.3.7. Solungag¢ dokusu 14. giin yiiksek doz (37,44 ppm): Ondort (14) giin siire
ile yiikksek doz krom (VI) verilen sazan baliklarinin solunga¢ dokusunun solungag
taraklarmin epitelyumunun altindaki bazal membranin kalinligmin diger gruplara gore
arttigt  gozlemlendi (Sekil 54). Filament epitelyumunda 6dem, kalinlasma, nekrotik

alanlar, sekonder lamellerde mukus hiicre artis1 ve sekonder lamellerde yapisma ile yer yer

kopmalar, perikapiller alanlarda 6dem tespit edildi (Sekil 55).

Sekil 54. Ondort (14) giin siire ile yiiksek doz krom (VI) verilen solunga¢ dokusu.
Solungag tarak epitelyumu (¢ift yonlii beyaz ok), bazal membran (kirmizi ok), solungag

tarak bag dokusu (sar1 ok). Masson trichrome x 100.
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Sekil 55. Ondort (14) giin siire ile yiiksek doz krom (V1) verilen solunga¢ dokusu. Hiyalin
kikirdak (beyaz ok), filament epitelyumunda 6dem (kirmizi ok), kalinlagsma (sar1 ok),
nekrotik alanlar (yildiz), filament epitelyumunda ve sekonder lamellerde mukus hiicre
artis1 (yesil ok), sekonder lamellerde yapisma yer yer diizlesme (mor ok), perikapiller

alanlarda 6dem (iiggen). Masson trichrome x 40.
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4.2. Mikronukleus Bulgular:

Sazan baliklar1 krom (VI)’nin diisiik (9,36 ppm), orta (18,72 ppm) ve yiiksek (37,44
ppm) konsantrasyonlarina 7 ve 14 giin boyunca maruz birakilmislardir. Calismada her grup
icin 10 ornek iizerinden 1000 hiicre sayilmistir. Periferal kan eritrositlerinde tespit edilen
MN frekanslar1 Cizelge 4’de verilmistir. Deneme dozlarinda meydana gelen MN
frekanslar1 ve kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,001). Doz ve uygulama siiresi karsilastirildiginda ise istatiksel olarak anlamli bir
sonug elde edilememistir (P>0,05).

Calismada 7 giin sonunda krom (VI)’nin kontrol grubundaki MN frekans1 %2, diistik
doz %9,5 ve yiiksek doz %14 olarak belirlenmistir. Yedinci glin sonunda, yiiksek doz
preparatlar iizerinde boya kalintilarina rastlandigi ve bununda sonucu etkileyecegi
disiiniildiigiinden hesaplamaya katilmamustir.

Calismada 14 giin sonunda krom (VI)’nin kontrol grubundaki frekans1 % 2,25 iken,
diisik doz, orta doz ve yiiksek dozda rastlanilan MN frekansi sirasiyla %7,33, %10 ve
%17,2dir.

Cizelge 4. Krom (VI)’ nin farkli konsantrasyonlarma maruz birakilan sazan baliginda

gortilen mikronukleus frekanslar1 (% Ort £ SD)

Uygulama Siiresi

.. Kontrol 9.36 ppm 18.72 ppm 37.44 ppm
(giin) pp pp pp

7 24+0.82 9.5+2.726 14 £ 1.41

14 2.25+0.96 7.33 +£1.37 10+ 5.21 17,2+ 4,87

Cyprinus carpio eritrositlerinde belirlenen mikronukleus (Sekil 56) ve cesitli
morfolojik nukleus diizensizlik olusumlar1 Sekil 57, 58, 59 ve 60°da gosterilmistir.
Calisma kapsaminda oOzellikle 7 giinlik uygulama siiresi igerisinde farkli nukleus
diizensizlik olusumlar1 gozlemlenmis fakat istatiksel olarak anlam teskil etmedigi igin

calismaya dahil edilememistir.

66



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Miige CETIN

Sekil 56. Cyprinus carpio’da mikronukleuslu eritrosit olusumu (kirmizi ok).

Sekil 57. Cyprinus carpio’da gentikli nukleus olusumu (kirmizi ok).
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Sekil 58. Cyprinus carpio’da eritrositinde tomurcuk nukleus olusumu (kirmizi ok).

Sekil 59. Cyprinus carpio’da gentikli nukleus olusumu (kirmizi ok).
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Sekil 60. Cyprinus carpio’da loblu nukleus olusumu (kirmizi ok).
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4.3. Tartisma

Krom (VI) tuzlar1 endiistride genis kullanim alanma sahip olmakla beraber sucul
ekosistem igerisindeki balik populasyonu i¢in de tehdit olusturmaktadir. Baliklarda krom
toksisitesi ile ilgili ¢alismalar daha ¢ok biyokimyasal, enzimolojik ve immiin cevap
alanlarmda olmustur (Al-Akel ve Shamsi 1996; Vutukuru, 2003). Krom toksisitesini
belirlemede baliklardaki histopatolojik ¢alismalar solungag, bobrek, karaciger gibi hayati
organlardadir. Kromdan kaynaklanan sitotoksik etkiler farkli memelilerin organlarinda
histopatolojik olarak da incelenmistir (Murty ve ark., 1991; Travacio ve ark., 2001;
Oliveria ve ark., 2006; Subramanian ve ark., 2006). Toksisitenin saptanmasinda
laboratuvar ortaminda kimyasal elementlerin etkilerinin baliklarin hedef organlarinda
histopatolojik olarak incelenmesinin iy1 bir belirte¢ oldugu c¢esitli arastirmacilar tarafindan
vurgulanmustir (Ortiz ve ark., 2003; Cengiz, 2006; Velmurugan ve ark., 2007).

Baliklarda Hg, Cd, Pb, Zn, Al ve Cu gibi metallerin etkisi histopatolojik olarak farkli
organlarda incelenmistir (Kendall, 1975; Thophon ve ark., 2003; Figueiredo-Fernandes ve
ark., 2007).

Sucul ortamda yiiksek konsantrasyonda mevcut olan agmr metaller metabolik,
fizyolojik ve yapisal sistemde ciddi bozulmalara neden olmustur (De Smet ve Blust, 2001;
Kuykendall ve ark., 2006). Agir metallerin arasinda krom, baliklar i¢in en zararh
kirleticidir (Al-Akel ve Shamsi, 1996).

Sucul organizmalarin dokularinda agir metal eliminasyonunu etkileyen birgok faktor
vardrr. Etkide kalma siiresi, dokunun yapisi, ortam sicakligi, organizmanin yasi, metabolik
aktivitesi ve metallerin biyolojik yarilanma siireleri eliminasyonu etkileyen faktorlerin
basinda gelmektedir (Eisler, 1985; Arpac, 2002). Agir metaller genellikle canlilarin belirli
dokularinda daha yiiksek diizeyde birikmektedir. Birikimin en yiiksek diizeyde oldugu
dokular karaciger, dalak, solunga¢ ve bobreklerdir (Erdem ve Kargin, 1990, 1992; Kargin
ve Cogun, 1999). Bu dokular metalin absorbsiyon, detoksifikasyon ve eliminasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Buna ek olarak metallothioneinlerin baglica sentezlendigi
organlardir (Viarengo ve ark., 1985; Canli, 1995; Cinier ve ark., 1999).

Sazan balig1 gerek laboratuvar kosullarinda gerekse de ortam kosullarinda farkli
kontaminantlarin etkilerinin belirlenmesinde kullanilan model baliklardan biridir (Al-Sabti
1986; Nepomuceno ve ark., 1997; Grisolia ve Starling, 2001; Gustavino ve ark., 2001;
Pellacani ve ark., 2006).

Krom maruziyetinin karaciger ve solunga¢ dokularmin histolojisinde meydana

getirdigi dejeneratif degisiklikler bir¢cok caligmada gosterilmistir (Karsson-Norggren ve ark
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1986; Randi ve ark., 1996, Arellano ve ark., 1999; Ortiz ve ark., 2003; Olojo ve ark., 2005;
Figueiredo-Fernandes ve ark., 2007).

Viicut yiizeyi ve solungaclar ortamda bulunan agir metallerin canlilara dogrudan
giris yaptiklart dokulardir. Baliklarda agir metallerin varhiginda viicut yiizeyini ve
solungaglar1 kaplayan mukus salgis1 solungaclardan ve viicut ylizeyinden meydana gelen
agir metal girigini azaltabilir (Eisler, 1998; Beek, 2000). Sucul organizmalarda metal alimu,
suda ¢Oziilmiis olan agir metal iyonlarinin solungaglarla organizmaya girisi ve besin
yoluyla organizmaya girisi olmak tlizere iki sekilde olmaktadir (Yang ve Chen, 1996).
Baliklarda iyon ve gaz degisiminde rol oynayan solunga¢ yapisinda bulunan mukus, agir
metalleri baglamakta ve viicuda girisi engellenmektedir. Solungaglar suyla direk temas
halinde olmalar1 nedeniyle ¢6zililmiis agir metallerin viicuda girisinde 6nemli rol oynarlar
(Canl1 ve Stagg, 1996; Khan ve Nugegoda, 2003). Solungaglar baliklarda solunum ve
ozmoregiilasyon fonksiyonlar1 i¢in kritik bir organdir. Kroma maruz kalmadan dolay1
solunga¢ dokusundaki hasar oksijen tiikketimini azaltr ve baliklarda ozmoregiilator
fonksiyonlar1 bozar (Mishra ve Mohanty, 2008). Bircok arastirmaci solunga¢ dokusunda
diger dokulara gore daha fazla agir metal biriktirdigini belirlemislerdir (Canli ve Fluness,
1993a,b; Anderson ve ark., 1997; Anton ve ark., 2000). Baliklarda solunga¢ dokusundaki
metal birikim diizeyi, diger dokulara oranla daha kisa siirede artis gostermekle birlikte,
etkide kalma siiresiyle bu dokudaki metal birikim hizi giderek yavaslamaktadir (Kalay,
1996). Metallerin eliminasyonu ile ilgili sucul canlilarda yapilan caliymalarda genelde
metallerin tiimiiniin solungaclarda ytiksek diizeyde elimine oldugu belirtilmistir (Viarengo
ve ark., 1985; Kargi ve Cogun, 1999).

Bu calismada doz ve siireye bagli olarak solungaglardaki mukus hiicre sayisindaki ve
buna paralel olarak da mukus salgisindaki artis belirgin olarak goézlemlenmistir, ancak
krom (VI)’ya maruz kalan baliklarin karacigerlerinde meydana gelen histopatolojik
degisiklikler g6z Oniine alindiginda, deri ve solungaglardan salgilanan mukusun, krom
(VD’nin karacigerindeki yapisal bozukluklar1 engelleyemedigini ortaya koymaktadir.
Bunun yami sira mukus salgisinin artmasinin solunum epitelyum ile klorid hiicrelerin
fonksiyonlarmi da olumsuz yonde etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.

Mishra ve Mohanty (2008), 20 ve 40 mg/LL kroma maruz biraktiklar1 Channa
punctatus’larin  solungaglarmin epitelyumunda hiperplazi, lamellerde yapisma, nekroz
dokiilmeler, anevrizma ve asir1 mukus salgist gézlemlemislerdir. Mishra ve Mohanty
(2008), krom (VI) verdikleri Channa punctatus baliklarinin solungaglarinda konjesyon ve
sekonder lamel hiicrelerinde hiperplazi ile lamel epitelyum hiicreleri ve kapiller yataklari

arasinda ayrimlarin oldugunu rapor etmislerdir (Parvathi ve ark., 2011). Kromun yiiksek
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konsantrasyonuna maruz kalan baliklarin solungaclarindaki hasarin, toksik maddenin
subletal konsantrasyonuna maruz kalan baliklara gore daha siddetli oldugunu
bildirmigslerdir. Letal dozda krom (VI) uygulamasinin solunga¢ sekonder lamellerinin son
kisimlarinda ¢omaklasma, komsu sekonder solunga¢ lamellerinde birlesme, birincil
lamellerde nekroz, epitelyumda kalkma ve sekonder lamellerde kivrilmalar oldugunu
gozlemlemislerdir. Krom (VI)’ya maruz kalmis baliklarin solungaglarindaki epitelyum
lezyonlari, vazodilatasyon ile filament bolgesinde 6dem Vinodhini ve Narayanan (2009)
tarafindan da rapor edilmistir. Mishra ve Mohanty (2008), bulgularimiza benzer sekilde,
krom (VI) uygulamasindan sonra solungacta konjesyon ve sekonder lamel hiicrelerinde
hiperplazi ile lamel epitelyum hiicreleri ve Xkapiller yataklar arasinda ayrilmalar
gozlemislerdir. Bu ¢alismada, krom (VI)’ya yiiksek doz ve uzun siire maruz kalan sazan
baliklarinda solungaclarda meydana gelen histopatolojik degisiklikler zaman ve doza bagl
olarak daha siddetli olmustur. Yiiksek dozda krom (VI) solunga¢ tarak bazal
membranlarinda kalinlasmaya (kollajen artis1 ve hiyalinizasyon), filament epitelyumunda
ve mukus hiicrelerinde hiperplazi, sekonder lamellerde yapigsma, diizlesme, 6dem, ven ve
kapillerlerde konjesyon, vazodilatasyon, anevrizma, nekrotik alanlari ortaya ¢ikmasi gibi
histopatolojik degisikliklere neden olmustur.

Farkli balik tiirlerinde karaciger dokusunun diger dokulara gore agir metalleri daha
fazla biriktirdigi saptanmistir (Yang ve Chen, 1996). Hepatopankreas, metallothionein ve
metal baglayic1 proteinleri sentezleyerek metallerin depolanmasinda, metallerin
detoksifikasyon ve atilmasinda O6nemli islevi olan bir organdir (Cinier ve ark., 1999).
Toksisitenin  etkisinden dolayr karacigerde maruziyet degisiklikleri dejeneratif
degisikliklerle iliskilidir (Arellano ve ark., 1999; Olojo ve ark., 2005; Figueiredo-
Fernandes ve ark., 2007). Karacigerde krom tarafindan olusturulmus vakuolizasyon,
nekroz gibi degisiklikler bakir maruziyeti i¢in de bildirilmistir (Figueiredo-Fernandes ve
ark., 2007).

Krom karacigerde normal yapi kaybma, karaciger paransim hiicrelerinde yag
degisikliklerine, vakuolizasyona, eksantrik konumlu ¢ekirdeklere ve Kupffer hiicrelerinde
hipertrofiye neden olmaktadir (Das ve Mukherjee, 2000). Abbas ve Ali (2007),
calismalarinda baliklarda metabolizma merkezi olan organm karaciger oldugunu, kromun
etkilerinin karacigerde yapisal hasarlara yol a¢tigini belirtmislerdir.

Velma ve Tchounwovu (2010), krom (VI)’nin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmis baliklarin karaciger paransim hiicrelerinde vakuolizasyon ile bozulmalar
gozlemlemislerdir. Vakuolizasyonun sitoplazmada asir1 yag birikiminden kaynaklandigini

belirtmislerdir. Karaciger paransim hiicrelerinde lipid ve glikojen birikimine bagli olarak
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piknotik yap1 tespit etmislerdir. Yiiksek krom (VI) konsantrasyonuna maruz kalan
karacigerlerin ana toplardamarlarinda lenfosit ve notrofil infiltrasyonlarmin neden
olabilecegini diistindiikleri hasarlar1 gzlemlemislerdir. Bu ¢alismada, karacier paransim
hiicrelerinde yaglanma, vakuolizasyon, dejenerasyon, piknotik ve eksantrik konumlu
cekirdek, nekrotik alanlar, mono niiklear hiicre infiltrasyonu, Kupffer hiicre sayisinda artis,
sinlizoidlerde konjesyon ve dilatasyon, periarterial ve pankreas loblarmin etrafinda
O0dematdz degisiklikler, pankreas asiniis hiicrelerinin ¢ekirdek yapisinda bozulmalar tespit
edilmistir.

Tirkmen (2011), dil baliklarmin kaslarinda bir¢cok agir metalin birikim gosterdigini
belirlemistir. Bu metallerin i¢inde krom da énemli yer tutmaktadir. Mishra ve Mohanty
(2008), krom (VI) uygulamasindan sonra kasta yapilan incelemelerinde, kas hiicrelerinde
vakuolizasyon ve destriiksiyona rastladiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, kas lifleri
arasindaki bagdokusu ile kas demetleri arasindaki bagdokusunda bulunan kollajende artis,
bagdokuda mono niiklear hiicre artis1 ve kas liflerindeki atrofinin doza ve siireye baglh
olarak artig gosterdigi tespit edilmistir. Kaslarda vakuolizasyon ve kas liflerindeki yapisal
bozukluklar ¢alismamizda da gdzlemlenmistir.

Mishra ve Mohanty (2008), 20 ve 40 mg/L. krom tuzu, potasyum dikromata maruz
kalan baliklardaki dejeneratif degisikliklerin solunga¢ dokularinda bobrek ve karaciger
dokularma gore daha belirgin oldugunu ve diizensiz ylizme hali, denge kayb1 gibi normal
olmayan davraniglar sergilediklerini tespit etmislerdir. Benzer belirtiler krom (VI)’ya uzun
siire yiikksek dozda maruz brrakilan baliklarda solungag>karaciger>kas seklinde bizim
calismamizda da bulunmustur. Baliklardaki anormal davraniglar yliksek doza maruziyette
bu calismada da tespit edilmistir. Baliklardaki diizensiz ylizme ve denge kayiplarinin
kaslardaki atropiye bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Zhu ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada mikronukleus (MN) olusumuna metallerden
krom (VI), kadmiyum ve bakir’ in farkli konsantrasyonlarina ayr1 ve birlikte, zamana baglh
olarak sazan (C. carpio) baliginda bakmislardir. Krom (VI)’nin {i¢ farkli konsantrasyonuna
(0.001, 0.01 ve 0.1 mg/L) maruz birakilan baliklardan farkli zamanlarda (2, 4, 6, 9, 12, 17,
22, 32 ve 42.glinlerde) kan almarak MN sayimi yapilmistir. MN frekansi ve konsantrasyon
arasindaki iligkiye bakildiginda, konsantrasyona baglh artis oldugu gozlenmistir. MN
frekans1 ve maruz kalma siiresi arasindaki iliskiye bakildiginda diisiik krom (VI)
konsantrasyonunda zamana baglh artis gozlenmistir. MN frekans1 krom (VI)
uygulamasindan sonraki birkag giin artmis ve bir miiddet sonra maksimum seviyeye
ulagmustir. Krom (VI)” nin 0.01 mg/L konsantrasyonunda MN frekans1 9. giin maksimum

seviyeye ¢ikmis, daha sonra normal seviyede gézlenmistir. 0.1 mg/L konsantrasyonuna
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maruz brrakilan baliklarda ise MN frekans1 24 saat igerisinde maksimum seviyeye
gelmistir.

Bazi arastiricilar MN frekanslarinda, maksimum seviyeye ulasildiktan sonra
seviyenin stabil kaldigini1 gozlemlemislerdir. Yiiksek konsantrasyondaki kirleticilerin hiicre
dongiisiinii durdurabilecegini, kromozomlarda hasar yaratarak, MN frekansini az ya da ¢ok
diisebilecegini, bununda baliklardaki koruyucu mekanizmalar tarafindan desteklendigini
bu sekilde MN frekansmin belli seviyelerde kalabildigi belirtilmistir (Nepomuceno ve
ark.,1997; Brunetti ve ark., 1998).

Calismamizda da MN frekanslarma bakildiginda doz ve zamana bagl olarak artisa
rastlanmigtir. Fakat bu artiglar 7. ve 14. giinlerde alinan 6rnekler arasinda istatistik
bakimindan bir fark yaratmamistir. Bu sonuglarda diger arastirilarmm sonuglarini
desteklemektedir (Nepomuceno ve ark.,1997; Brunetti ve ark., 1998). Dozla birlikte MN

frekans1 artmig fakat zaman igerisinde stabil seviyede kalmistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Farkli doz ve siirelerde krom (VI) verilen sazan baliklarinin;

Kas dokularinda, kas lifleri arasindaki kollajenin, mono niiklear hiicre
infiltrasyonunun ve kas liflerindeki dejenerasyonun, kas liflerinde vakuolizasyon ve
destriiksiyonun doz ve siireye bagli olarak artig gosterdigi tespit edildi. Calismamizda uzun
siire yiikksek doza maruz kalan baliklarin hareketlerinde yavaslama oldugu goézlemlendi.
Kas liflerindeki dejenerasyonun baliklarin hareketlerinde yavaslamaya neden olarak
baliklarm canli besinleri yakalamasini1 engelleyebilecegi, bu nedenle de kondisyonlarinda
da diisiise neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Karaciger dokusunda siniizoidlerde konjesyon ve dilatasyon, karaciger paransim
hiicrelerinde dejenerasyon, vakuolizasyon, hipertrofi, piknotik ve ekzantrik yerlesimli
cekirdek yapilari, nekroz, pankreas hiicrelerinde dejenerasyonun doz ve siireye bagl olarak
ortaya ¢ikarak artis gosterdigi tespit edildi. Karacigerde olusan histopatolojk degisiklikler,
bu organa gelen besin maddelerinin uygun sekilde degerlendirilmesini de etkileyecegi icin,
krom (VI) maruziyetine kalan baliklarin diger organlarmin islevlerinde de bozukluklar
ortaya ¢ikarabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle 14 giin siire ile yiiksek doz verilen
baliklarmn pankreas asiniis hiicrelerinde meydana getirdigi hasarlar, bu hiicrelerden
salgilanan enzimleri de etkileyecegi i¢in, digsaridan alinan besinlerin sindirilmesinde de
problemler olabilecegi ka¢inilmazdir. Pankreas asiniislerinin ve arterlerin ¢eperlerinde
0dematoz yapilara benzer nitelikte yerlesim gosteren bosluklarin doku takibinden mi yoksa
o0demden mi kaynaklandig1 konusunda ise kesin bir yargiya varilamada.

Solunga¢ dokusunda filament epitelyum hiicrelerinin artigina bagh olarak epitelin
kalinlagmas1 (hipertrofi), sekonder lamellerde yapisma, diizlesme, kivrilma ve 6dem,
filamentlerde ©6demat6z degisiklikler, nekroz, mukus salgilayan hiicrelerde artis
(hipertrofi), venlerde konjesyon, dilatasyon ve anevrizma, solunga¢ tarak epitelyumu
altindaki bazal membranda kalinlagma gibi bulgularinin doz ve siireye bagli olarak ortaya
ciktig1 ve artig gosterdigi tespit edildi. Solungaglarda meydana gelen histopatolojik
degisikliklerin baliklarin kan ve diger organlarinda da islevsel bozukluklara neden
olabilecegi kanisina varildi.

Farkli doz ve siirelerde kullanilan krom (VI)’nin sazan baliklarinin kas, karaciger ve
solunga¢ dokularinda doz ve zaman bagl olarak ciddi histopatolojik degisikliklere sebep
olmasinin yaninda genotoksik olarakta periferik kanda mikronukleus olusumuna neden

oldugu belirlendi. Ozellikle dozla dogru orantili olarak mikronukleus olusumlar1 artmistir.
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Genis bir kullanim alani olan krom (VI)’in balik dokularma verdigi hasarlar goz
oniline alindiginda bu metalin besin zinciri yoluyla insanlarda da birikimi s6z konusu
olabileceginden krom (VI) ve diger agir metallerin kullanimlarinda daha dikkatli olunmasi

gerekmektedir.
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