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ONSOZ

Bu calisma, Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek

lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada; Dimetoat uygulanan Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773)’nin bazi doku

histopatalojisi ve serum proteinleri {izerine askorbik asit’ in koruyucu etkileri incelenmistir.

Tez konumun se¢iminde, tezimin hazirlanmasinda ve sonuglandirilmasinda yol gosterici olan,
yogun ¢alismalarindan bana zaman ayirarak engin tecrilbe ve birikimlerinden yararlanma
firsat1 veren, degerli danigman hocam Sayin Dog¢. Dr. Muhitdin YILMAZ’a ve laboratuar
calismalarinda destek ve katkilarini esirgemeyen degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Yusuf
ERSAN’a, Yrd. Dog. Dr. Evren KOC’a ve Ars. Gor. Duygu TANRIKULU na ve her zaman

maddi manevi desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.
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OZET

Bu calismada, Kars Cayi’ndan yakalanan Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) bireyleri
izerine bir pestisit olan Dimetoat’in histopatolojik ve elektroforetik etkileri ve buna karsi
Askorbik asit (C vitamini)’in koruyucu etkileri arastirilmigtir. Kars Cayi’ndan yakalanan
baliklar laboratuar ortaminda 300’er L’lik tanklarda 10 giin siireyle ortama adaptasyonlari
saglandiktan sonra 10’ar balik bulunan 4 grup olusturuldu. I. gruptaki baliklar normal su
ortamina, II. gruptaki baliklar 100 mg/L AA, I11. gruptaki baliklar 2mg/L. DM ve IV. gruptaki
baliklar ise 100 mg/L AA ve 2 mg/L DM igeren su ortamina alinarak 10 giin siireyle
bekletildi. Bu siire sonunda elektroforetik ve histopatolojik ¢aligmalar i¢in baliklardan kan ve
doku ornekleri alindi. Doku 6rnekleri %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilerek rutin
histolojik yontemlerle parafin bloklar hazirlandi. 3-5 p kalimhginda kesitler alinarak tamami
hematoksilen ve eosin boyama metoduna gore boyanarak mikroskopta incelendi. Elde edilen
serum Ornekleri ise Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’nde
yiiriitiildd.

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol grubundaki
baliklarin protein bandlarina kiyasla, 100 mg/LL. AA ve 2 mg/LL. DM uygulanmasi sonucu 82
kD, 72 kD, 69 kD, 49 kD ve 36 kD’luk bandlarda kalinlagsmalar, 100 kD, 97 kD, 76 kD, 56
kD ve 30 kD’luk bandlarda incelmeler, 93 kD, 46 kD, 44 kD ve 26 kD’luk bandlarmn ise yeni

sentezlendigi saptandi.

DM ve AA uygulamasi ile olusturulan gruplardan elde edilen karaciger, bagirsak ve bobrek
dokularinda yapilan histopatalojik incelemelerde DM’a bagli olarak dejenerasyon, nekroz,

piknotik niikleus ve hiicre infiltrasyonlar tespit edildi.

Sonug olarak DM uygulamasmi Capoeta capoeta’da toksik etki meydana getirdigi ve buna

karst AA’in kismen iyilestirici etkisinin oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Dimetoat, Askorbik asit, Capoeta capoeta, serum protein, SDS-PAGE,

histopataloji.



ABSTRACT

In this study, Dimethoate (a pesticide)’s histopathological and electrophoretic effects on
Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) individuals captured from Kars River and against that
ascorbic acid (vitamin C)’s protective effects were investigated. After providing their
adaptations to the environment in 300 liter tanks in the laboratory, the fish caught from Kars
River were divided into 4 groups (each including 10 fish). The fish were kept in different
water containing mediums: group I in normal water medium, group Il in 100 mg/L AA, group
[11'in 2 mg/L DM and group IV in 100 mg/L AA and 2 mg/L DM, and then they were steeped
in these water mediums for 10 days. After this period, blood and tissue samples were taken
from the fish for electrophoretic and histopathological studies. Tissue samples were detected
in 10% formaldehyde solution and paraffin blocks were prepared by routine histological
methods. Sections taken into 3-5 p thick, all stained according to hematoxylin and eosin
staining methods, were examined under a microscope. Obtained serum sampleswere carried

out in Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE).

Compared to the serum samples obtained from SDS-PAGE electropherogram in the control
group of fish protein bands, as a result of the application of 100 mg/L AA and 2 mg/L DM,
thickening in 36 kD band, thinning in 100 kD, 97 kD, 76 kD, 56 kD and 30 kD bands was
observed, also 93 kD, 46 kD, 44 kD and 26 kD bands were detected to newly synthesized.

In the histopathological examinations depending on DM on liver, intestine and kidney tissues
obtained from the group formed by application of DM and AA, degeneration, necrosis,

pyknotic nuclei and cell infiltrates were detected.

As a result, DM application was found to create toxic effects on Capoeta capoeta, whereas

AA was found to have a healing effect on it.

Key Words: Dimethoate, ascorbic acid, Capoeta capoeta, serum proteins, SDS-PAGE,

histopathology.
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1. GIRIS

Insanlar yiizyillarca ¢evreyi denetim altina alma cabasi igerisinde olmuslardir. Ancak
giniimiizde {irlin alma, yasama standardi, yerlesme vb. agilardan akil almaz olanaklara
kavusurken, ¢evre lizerindeki etkisi artmis, kendi varligini tehlikeye disiiriir duruma gelmistir
[1]. insan niifusunun hizla arttig1 diinyada aglik sorununun ¢oziilebilmesi igin tarimsal iiretimi
arttrmak biiyilk 6nem arz etmektedir. Tarimsal iiretim artarken, tarim ilaglarnin sikca
kullanilmas1 sonucu g¢evreye sacilan endiistriyel atiklar ve diger toksik maddeler arttikga
toplum sagligma olumsuz etkileri tehlikeli boyutlara ulasmaktadir [2]. Tarim {iretiminin
artmastyla birlikte bitki hastaliklarina, zararli boceklere ve yabanci otlara karsi farkl zirai
miicadele yontemleri gelistirilmektedir. Bu miicadelede en biiyiikk paya sahip olan ise

kimyasal miicadeledir [3].

Besin maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda onlarin besin
degerini azaltan veya hasara ugratan zararlilar1 (bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak

kurdu vb.) 6ldiirmek i¢in kullanilan kimyasal maddelere pestisit denir [2].

Pestisitlerin kullanilmadig1 durumlarda triinlerde % 60’lara varan oranlarda kalite ve verim
diistikligii oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, iiriin kaybimna sebep olan zararl organizmalar1
kontrol etmek amaciyla tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, iilkemizde de bitki koruma
irlinlerinin kullanilmas1 kaginilmazdir. Ancak, pestisitlerin kullanimi insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri gibi bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun ve bilingsiz
bir sekilde kullanilmalar1 sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin kendisi ya da

doniisiim tiriinleri kalabilmektedir [3].

Su ortamlarindan gol, nehir, deniz ve okyanuslar insanlar tarafindan uzun bir siiredir
gormezden gelinerek sinirsiz kapasitedeki atik bolgeleri olarak goriilmektedir. Endiistriyel
atik sularin, zirai kaynakli sularin ve evsel atik sularmn sahil sularina genis dl¢iide desarji
diinyanin bir¢ok kesiminde giderek yayginlagsmaktadir. Bunun sonucu olarak, sahil ve ig¢
kesimlerdeki su ortamlarinda kirlilik hizla artmaktadir [4]. Ozellikle dogal su kaynaklarinda
meydana gelen kirlilik su kaynaklarin stirekliligini etkileyecek boyutlara ulagsmistir. Boylece

suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri olumsuz yonde degismistir [5].



Pestisitler su ortamina, uygulama sirasinda bulasmakta ya da tarim, orman sahalarindan
yagmur sular1 ile taginmalari sonucu gegmekte, suya gectikten sonra da uzak mesafelere
taginabilmektedirler. Pestisitlerin baliklara etkileri degisik sekillerde goriiliir. Direkt olarak
oldiirme s6z konusu olabilecegi gibi yumurta koymay1 ve tiremeyi durdurmak suretiyle de
balik populasyonu tizerinde etkili olabilmektedirler. Dokularda meydana getirdikleri zararlar

ile baliklarda duyarlilik goriiliir ve diger ¢evresel etkilere gore daha ¢ok etkilenirler [6].

Organofosfor sinifindaki insektisitler sucul ortamdaki canlilarin viicuduna; solungaglar
vasitasiyla, sindirim sistemiyle ve viicut ylizeyinden girerler. Buradaki dokularda birikerek

viicutta toksik etki meydana getirdigi bildirilmistir [7].

Hayvansal proteine olan gereksinimin kargilanmasi i¢in biitiin diinya iilkelerinde oldugu gibi,
iilkemizde de deniz ve i¢ su baliklarindan daha fazla yararlanabilmek i¢in, yeni yetistirme
teknikleri ve yem icerik calismalar1 yapiliyor olsada, baliklarin hastaliklara karsit korunmasi

caligmalar1 ve tedavileri biiyiikk 6nem arz etmektedir [8].

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya cikan serbest radikallere kars1 viicutta dogal bir savunma

mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmasini olusturan bilesiklere “antioksidanlar” denir

9.

Antioksidan o6zellige sahip bazi vitaminler, serbest radikallerin hasarlarindan hiicreleri
koruyarak ve serbest radikal olusumlarmi onleyerek antioksidan savunmada 6nemli gorevler
alirlar. En 6nemli antioksidan vitaminler E, A ve C (askorbik asit) vitaminleridir. C vitamini,
adrenal hormonlarin karacigerde yikilmalarmi oOnleyerek bu hormonlarm etkilerinin

devamliliginin saglanmasinda 6nemlidir [10].

Bu c¢alismada, Kars Cayi’ndan yakalanan Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) bireyleri
tizerine bir pestisit olan Dimetoat’in histopatolojik ve elektroforetik etkilerinin saptanmasi ve

buna kars1 askorbik asit (C vitamini)’in koruyucu etkilerinin saptanmasi1 amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Histoloji
2.1.1. Bagirsak

Bagirsaklarin viicut boslugunda diizenlenmesi ve uzunlugu balik tiirleri arasinda gesitlilik
gosterir (>1 bagirsak uzunlugu/ balik boyu karnivor baliklarda, >20 bagirsak uzunlugu/balik
boyu herbivor baliklarda). Mukozayla kapl olan bagirsak, emilim yiizeyini arttirabilmek icin
mikrovilluslarla birlikte kivrimlar olusturmustur. Bagirsagin baslangi¢c kismina karacigerden
gelen safra ve pankreatik kanallar ag1lir. Ik kisimda yag emilimi gerceklesir ve orta kisminda

ise pinositozla makromolekiillerin (protein ve karbonhidrat) alinmasi gergeklesir [11, 12].

Resim 2.1.1. Poecillia reticulata bagirsak dokusu. Muskularis
mukoza (M) ve yag dokusu (A) (10 pm).[12]

2.1.2. Karaciger

Tiibiiler lobiillerden olusan karaciger baslica siniizoidler, karaciger hiicreleri (hepatosit), safra
kanallar1 ve kan damarlarindan meydana gelmistir. Safra iiretimi ve salinimiyla birlikte ¢esitli
proteinlerin sentezi gergeklesir. Ayrica hepatositlerde glukojen, yag, protein ve vitaminler
depolanir [11, 12, 13].



Resim 2.1.2. Poecillia reticulata karaciger dokusu. Hepatosit (H) ve
kan damar1 (K) (50 um).[12]

2.1.3. Bobrek

Kemikli baliklarin ergin sekillerinde mezonefrik bobrek tipi goriiliir. Bobrekler nefronlardan
meydana gelir ve her bir nefron malpigi cisimcigi ve bobrek tiibiillerinden olusur. Malpigi
cisimciginde sikica birbirine sarilmig arteriollerden olusan glomerulus bowman kapsiilityle
sartlmistir. Bobrekler kani filtre eder ve bununla birlikte suyun, hormonlarin, besinlerin ve

diger maddelerin tutulmasini ve geri emilimini gergeklestirir [11, 12, 13].



o) . ] b{ 5
Resim 2.1.3. Poecillia reticulata bobrek dokusu. Renal tiibiil (Ok),
hematopoetik doku (HD) ve renal korpiiskiil ile glomerulus (G) (10
um).[12]

2.2. Dimetoat

Dimetoat (DM), organofosfor smifindan bir insektisittir. DM akarlar1, afidleri ve yaprak
arilarii 6ldiirmek i¢in kullanilan bir bocek o6ldiiriiciidiir. DM viicuda mide yolu, solunum ve
diger organofosforlar gibi dermal yolla emilim seklinde niifuz eder [14, 15].

Kimyasal formiilii;

CH3-0 S
\P//

/7 \
CH3-0 S-CH2-CO-NH-CH3

Sekil 1. Dimetoat [16]

DM organizmada asetil kolin esteraz gibi 6nemli sinir sistemi enzimini inhibe eder. Bu enzim
ozellikle norotransmitter madde alimmda 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu pestisitin inhibisyon
etkisi asetil kolin esterazda geri doniisiimsiiz olup uzun siire etkisini gostermektedir [17]. DM’
n toprakta, suda ve ¢evrede kalicilig1 diisiik seviyededir (yar1 dmrii 4-16 giin). DM’ agik
sulardan uzaklasmasi buharlasma ve fotoliz gibi kimyasal bozunmalar veya mikrobiyal

fonksiyonlar ile miimkiin olabilecegi kaydedilmektedir [18].



2.3. Askorbik asit (C vitamini)

Insan saglhig: icin 6nemi her gecen giin daha fazla anlasilan askorbik asit (AA), uluslararasi
terminolojide “Vitamin C” olarak da adlandirilmaktadir. Alt1 karbonlu bir yapiya sahip olup
glukoza benzer. Kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Molekiil agirhigi 176.1, agik
formiilii ise Sekil 2° de goriildiigii gibi iki formda gosterilmektedir [19].

CO—
I
OH C
I 0
OH ¢ O _/ H H
| 0 C—CH==O0H
H C oH
| OH HO
OH c=—H
I

CH20H

Sekil 2. Askorbik asit [19].

Suda eriyen vitaminlerden olan AA, ozellikle yesil renkli taze sebze ve meyvelerde
bulunmaktadir, insanlarda ve diger canlilarda vitamin C’nin disaridan alinmasi zorunlu iken,
bazi memeliler ve siganlar glukoz {izerinden vitamin C sentezleyecek enzim sistemlerine
sahiptirler [19].

Bobrekiistii  bezlerin  adrenal kortekslerinde C vitamini konsantrasyonunun artmasi
kortikosteroidlerin sentez ve salinimini 6nlemekle beraber, kandaki C vitamini artisinin da
immun sistemini  kortikosteroidlerin  baskisindan  koruyarak strese adaptasyonun
saglanmasmda Onemli rol oynayabilecegi Ongoriilmektedir [10]. Yapilan ¢alismalarda C
vitamininin baliklar i¢in son derece Onemli oldugu ortaya konmustur. C vitaminin
eksikliginde bir¢ok metabolik fonksiyon etkilenmektedir. Bunlarin yani sira kollojen olusumu

ve yaralarin iyilesmesi, detoksifikasyon reaksiyonlar1 ve bagisiklik sistemi etkilenmektedir
[20].



2.4. Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773)’min Sistematikteki Yeri

Regnum (Alem) : Animalia
Subregnum (Alt alem) : Metazoa
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt sube) : Vertebrata
Superclass (Ust sinif) : Pisces

Class (Smif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif) : Actinopterygii

Superordo (Ust takim)

: Teleostei

Order (Takim) : Cypriniformes
Family (Aile) : Cyprinidae
Genus (Cins) : Capoeta

Species (Tiir)

: Capoeta capoeta [21]

2.4.1. Familya ve cins ozellikleri

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarin, dzellikle de tath su baliklarmin biiyiik bir kismimi
Cyprinidae familyas1 olusturmaktadir. Kura-Aras Havzasinda oldukga yaygin bir familyadir.
Bu familya iiyelerinde bas ¢iplak, viicut ise sikloit tip pullarla ortiiliidiir. Agizda maksiller
(maxiller) dig bulunmamaktadir. Bazi tiirlerde agiz protraktil (koriiklii) karakterde olup, tipk1
bir koriikli hortum seklinde ileriye dogru uzayip kisalabilmektedir. Yag yiizgeci (adipdz
doku) bulunmamaktadir. Bu familyanin en karakteristik 6zelligi olarak farinks diglerinin
varligr gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4. solungac yaylarinin
gerisindeki faringien kemikler iizerinde olup sira, say1r ve sekilleri tiirlere gore biiyilik
farkliliklar gdsterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin ayirimmda 6nemli diagnostik dzellikler
olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima tek dorsal ylizge¢ vardir. Ventral yiizgegler ise, biitiin
cins ve tiirlerde abdominal tiptedir. Hava keseleri mevcut olup, daima bir bogumla iki loba

ayrilmistir. Ayrica pneumatofor adi verilen bir kanal sayesinde 6zofagus ile devamli irtibat



halindedir. Omur seridinin ilk dort omuru birbiriyle az ¢ok kaynasarak Weber kemikleri
denilen 6zel bir formasyon meydana getirmiglerdir. Mide civarinda pilorik ¢ekum denilen kor
bagirsaklar bulunmaz. Genellikle biyiksiz goriiniimde olsalarda bazen bir veya iki ¢ift bryik
tastyan temsilcilerine rastlanmaktadir. Agi1z konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik veya
alt durumlu olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu zamanda
ozellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriinim kazandigi, 6zellikle bas ve viicutlari

iizerinde kiigiik tireme tiiberkiillerinin meydana geldigi dikkati gekmektedir.

Ekonomik 6nemi olan bu familyanin bazi temsilcileri ¢abuk biiyiimeleri, yapay doéllenme
yoluyla yetistirilmelerinin nispeten kolay olmasi gibi nedenlerle dogal yasam alanlarmin

disindaki bircok iilkelere insanlar tarafindan taginmislardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adin1 verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika’ da yayilis
gostermektedirler. Bununla beraber, Amerika’nin Kuzeye yakin bdlgelerinde de
bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni Zelanda,
Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve Izlanda hari¢ olmak iizere biitiin
diinyaya dagilmiglardir. Madagaskar ve Amazon civarindaki mevcudiyetleri insanlar
tarafindan g¢esitli maksatlar i¢in taginmalariyla miimkiin olmustur. Bu familya diinya {izerinde

15000’¢ yakin tiir ile temsil edilirse de, Tiirkiye’de 30 cins ve 70 tiirii bulunmaktadir [21, 22].

2.4.2. Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773)

Viicut yuvarlak olup, kismen iri pullarla ortiilmiistiir. Bas, boyun, viicut yiiksekliginden biraz
daha biiyiik veya ona esit olabilir ve kuyruksuz viicut boyunda 4,3-4,8 defa bulunur. Uzerleri
boynuzsu bir madde ile ¢evrelenmis ve iyi gelismis dudaklar vardir. Agiz koselerinde bir ¢ift
kisa biyik yer alir. Dorsal’in serbest kenar1 hafifce iceriye dogru kavisli ve sonuncu basit
ismin kaideden itibaren 2/3°l testere seklinde dislenmistir. Ayni 1smin serbest ucu ise,

tirtiksiz, ince ve esnektir.

Renk sirtta koyu esmer, karin bolgesinde kirli saridir. Heniiz erginlik ¢agina ulasmamis geng
fertlerde viicut tizerinde siyahimsi renkli kiigiik benekler goriilse de erginlerde bu benekler
tamamen kaybolur ve biitiin viicut homojen bir goriiniis kazanir. Uzunlugu en fazla 70 cm

kadardr.



Esas yayilis alan1 Aras ve Kura nehir sistemleri olan bu tiir {ilkemizde Kuzeydogu Anadolu
bolgesinde yogun sekilde yasamakta olup, s6z konusu nehirlerin smirlarimiz igerisinde kalan
kaynak ve kollarinda bilinmektedir. Yoredeki insanlar besin olarak tiiketirler. Bu nedenle

ekonomik 6nemi vardir [22].

Resim 2.3.2 : Capoeta capoeta (Siraz bahgi, Guldenstaedt 1773)

2.5. Cahsma Alam1 Hakkinda Genel Bilgi

Uzunlugu yaklagik 93 km olan Kars Cayi, Allahuekber daglarindan Arpacay baraj gdliine
kadar uzanir. Sarikamis Cay1, Keke¢ Cayi, Katranli Cayi, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir
Golayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyu olarak isimlendirilen yan kollarm birlesmesinden
olusur. Tipik bir tath su ekosistemi olan Kars Cay1 biyolojik ¢esitlilik agisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Amator olarak balik¢ilik yapilabilen Kars Cayi, morfolojik 6zellikleri nedeniyle
cesitli tiirlerin habitat1 oldugu gibi, 6zellikle baliklar i¢in uygun bir yasama ortamidir. Kars
Cayr’nda birgok atik birikmektedir. Evsel atiklar, endiistriyel atik sulari, tarmmsal sular ve
kanalizasyon sulari, ¢iftliklerden gelen hayvansal giibreler ve bunlarla gelen pestisitler
caydaki metal yiikiinii de arttirmaktadir [23, 24]. Cayda sik¢a goriilen balik tiirleri; Leuciscus
cephalus orientalis, Barbus capito capito, Carassius carassius, Capoeta capoeta ve Silurus

glanis. Bu tiirler arasinda hakim olan tiir ise Capoeta capoeta olarak bildirilmektedir [23].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Diizenegi:

Bu calismada, Kars Cayi’nda yasayan ve agirliklar1 120-170 g arasinda degisen 40 tane
Capoeta capoeta kullanildi. Balik 6rneklerinin toplandigi nehir suyunun kalitesi pH 8.1-8.3,
¢oziinmiis oksijen miktar1 4.95-10.51 mg/L ve sicakhig1 16.5-18.2 °C olarak bildirilmektedir
[25]. Baliklar Kars Cayi’ndan yakalanarak laboratuar ortaminda 300’er L’lik tanklara alindi.
10 giin silireyle ortama adaptasyonlar1 saglandiktan sonra 10’ar balik bulunan 4 grup
olusturuldu. I. gruptaki baliklar normal su ortamina, II. gruptaki baliklar 100 mg/L AA
(Adler, Tiirkiye) iceren su ortamina, III. gruptaki baliklar 2mg/L DM (Cansagor Dimethoate
40EC) igeren su ortamina ve IV. gruptaki baliklar ise 100 mg/L AA ve 2 mg/L DM igeren su
ortamma alinarak 10 giin siireyle bekletildi. Calisma siiresi sonunda elektroforetik ve
histopatolojik ¢aligmalar i¢in baliklardan kan ve doku 6rnekleri alindi. Alinan kan numuneleri
+4 °C ve 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek serumun ayrilmasi saglandi. Alinan serumlar
analizler yapilincaya kadar —20 °C’de saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlar1 biiiret
yontemi ile Ol¢iildii [26]. Doku 6rnekleri ise histopatolojik inceleme igin %10’luk formalin

soliisyonuna almarak tespit edildi.
3.2 Histopatolojik Cahsmalar:

Formalin soliisyonunda 24 saat tespit edilen bobrek, bagirsak ve karaciger doku 6rneklerinden
3-5 u kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlerin tamami Hematoksilen — Eosin boyama

yontemi ile boyanarak 11k mikroskobu (Olimpus) altinda incelendi.
3.3. Baliklarda Kan Alma Yontemleri

Baliklarin kalplerinden ve kuyruklarimdan yeterli miktarda kan alabilmek icin asagida

belirtilen islemlerden yararlanildi.

Canli: Kan alinacak numune canli iken basi yukarida ve kuyrugu asagida olacak sekilde

tutulur ve bir vurusta kuyrugu kesilerek dorsal aort damarindan kan alimi gerceklestirildi.
1. Canl iken;
a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek
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3.3.1 Kalpten Kan Alinmasi

Siraz baliklar1 canli iken, elektrosok, anestezi veya basa darbe ile vurularak bayiltildiktan
hemen sonra balik sol tarafina yatirildi. Diger bir kisinin yardimi ile balik karin ve kuyruk
kismindan tutulur. Sag solunga¢ kaldirildiktan sonra cleithrum kemiginin olusturdugu
kemerin hemen Oniinden alt {ligte bir mesafeden 1.3 numarali hipodermik igne ile yatay
diizleme 40-45 derecelik bir ac¢1 yapacak sekilde direkt kalbe girilip enjektorle yeterli
miktarda (3-4 mL) kan alinir. Ayrica, laporatomi yapilan bir baliktan hipodermik igne ile

kalbe girilip baligin agirligi ile orantili olarak istenilen miktarda kan alinir [26].
3.3.2. Kuyruktan Kan Alinmasi

Baliklar, baslarinin hemen arkasindan kuyruk kismi asagida kalacak sekilde statife bagli bir
kiskacgla tespit edilirler. Pediinkiil hemoskiilator ile kan damarlarim1 kapatamayacak sekilde
sikistirilip hareketsiz hale getirildikten sonra keskin bir bicak ile kuyruk tek darbede kesilir ve
dorsal aorttan akmakta olan kan normal plastik tiiplere direkt alinir [26].

Hangi yontemle olursa olsun, baliktan kan alma islemi en fazla 45 saniyede tamamlanmalidir.
2. Elektrosokla

a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek.

Elektrosok: Kan almadan once baliklar bireysel olarak icerisinde 20 L su bulunan kovalara
almir. Elektrosok (medica) ile suya 5-10 sn 5 voltluk elektrik akimi verilerek baliklar

hareketsiz hale getirilir.
3. Anestezi edilerek

a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek

Anestezi: Anesteziye tabi tutulacak baliklarda igerisinde 20 L su bulunan ve 0.4 mL Chinaldin

(C10HgN) karigtirilan kovalara tek tek birakilir, 15-45 saniyede hareketsiz hale getirilir.
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4. Baslarina darbe
a- Kalpten
b- Kuyruk kesilerek

Darbe: Bir yardimci tarafindan basin arka kismindan ve kuyruk kismindan tutulan baligin

basma uygun agirlikla bir cisimle darbe yapilir.
5. Laporatomi
a- Kalpten

Laporatomi: Bir yardimcr tarafindan sirt iistii yatirilan ve hareketsiz hale getirilen baligin

gbgiis ve karmn boslugu arzu edilen sekilde disli pens ve bisturi ile agilir.
3.4. Total Protein Tayini

Derin dondurucudan ¢ikarilan serum numunelerinin ¢oziilmesi beklenildi ve total protein
tayini islemine gecildi. Analiz 6ncesi her serum numunesi serum fizyolojikle 1:10 oraninda

sulandirildi. Numunelerin total protein tayini biliret metoduyla yapildi [27].

Cizelge 3.4.1. Total protein tayin prosediirti.

Cozeltiler 1-Kor tlipi 2-Standart tiipii  3-Numune tiipti
Albumin standardi (10mg/ml) -- 0.1 mL --
Serum (Numune) - - 0.1 mL
%0,9 NaCl 1.4 mL 1.3mL 1.3mL

Biiiret ¢Ozeltisi 1.5mL 1.5mL 1.5mL




13

Cizelge 3.4.1' de verilen siraya gore kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bir numaral
tiip protein tagimayan “kor tiipiidiir”. Tiipler hazirlanirken biiiret ¢ozeltisi en son ilave edildi
ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra kor tiipii ile spektrofotometre
540 nanometre dalga boyunda sifir absorbansa ayarlandi. Daha sonra standart ve numunelerin

absorbanslar1 ol¢tildii.
Numunenin Protein Konsantrasyonlarinin Hesabu:

Numunenin Absorbansi

Numune Protein Konsantrasyonu (mg/ml): x10
Standardin Absorbansi
3.5. Elektroforetik Calismalar

Biiiret metoduna gore total protein tayini yapilan serum numuneleri Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal slab jel elektroforez sistemi
kullanilarak Laemmli [28] ve O’Farrell [29] metotlarina gore yapildi.

3.5.1. % 30’luk Akrilamid Cozeltisi

Hassas terazide 7.5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid tartilarak bir miktar distile suda
eritildi. Total hacim 25 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti oda sicakliginda koyu renkli sisede 2-3
ay dayaniklhidir. Akrilamid ¢6zeltisinin norotoksik etkili olmasi1 nedeniyle ¢alisirken eldiven

kullanilmalidir.

SDS-Poliakrilamid jel soliisyonu i¢in pH ve molariteleri farkli stoklama ve aymrma jel

tamponlar1 hazirlandi.
3.5.2. Stoklama jel tamponu ( 0.5 M Tris-HCI , pH 6.8)

Hassas terazide 1.5 g Tris ve 100 mg SDS tartilarak yaklagik 10 mL dH,O’da eritildi. Daha
sonra pH’s1 6.8 olana kadar HC1 ¢ozeltisinden (1M) ilave edildi (yaklasik IM HCI” den 7mL).

Total hacim dH,0 ile 25 mL’e tamamland1 ve +4°C’de muhafaza edildi.
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3.5.3. Ayirma jel tamponu ( 3 M Tris-HCI, pH 8.8)

Hassas terazide 9.075 g Tris ve 0.2 g SDS tartilarak 7.5 mL dH,O’da eritildi. Daha sonra
tamponun pH’1 1M HCI ¢ozeltisi ile 8.8’¢ ayarlandi. Total hacim dH,O ile 25 mL’ye
tamamland1 ve +4°C’de muhafaza edildi. 1M HCI ¢dzeltisi, 11.7M’lik stok HCI’den 8.55 mL

alindi ve total hacim dH,O ile 100 mL’ye tamamlanmak suretiyle hazirlandu.
3.5.4. Yiiriitme tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH: 8.3)

3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1g SDS hassas terazide ayr1 ayr1 tartildi ve ilk 6nce Tris ve Glisin
750 mL dH,O’da eritildi, sonra SDS eklenerck pH 8.3’e ayarlandi. Total hacim distile suyla
1000 mL’ye tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.

3.5.5. Numune tamponu (0.0625 M Tris- HCI, pH: 6.8)

Stoklama jel tamponu (0.5 M Tris- HCI, pH 6.8)  1.25 mL

SDS 195 mg
Gliserol (%99’Iuk ) 1mL

2- Merkaptoetanol 0.5 Ml
Bromophenol blue 1-2mg

Distile suyla 10 mL’ye tamamland: ve +4°C’de muhafaza edildi.
3.5.6. Jelin boyanmasi islemi
Boyama islemi i¢in 6nce Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlanda.

Boyama ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 mL (%40)
Asetik Asit (CH3;COOH) 35 mL (%7)

Total hacim distile suyla 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu boyama soliisyonu 20-40

defa kullanilabilir. Jeller bu boya soliisyonunda 2-4 saat bekletilmek suretiyle boyanirlar. Her
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jel i¢in kendi hacminin 5-10 kati hacminde boya soliisyonu kullanildi. Boyama esnasinda
hafif¢e calkalama islemi jellerin daha iyi boyanmasini sagladi. Boyama islemi c¢alkalamali
benmari su banyosunda 56-60°C’de bekletilmek suretiyle daha kisa siirede (20 dk)

tamamlanabilir. Bu esnada sik sik ¢alkalama islemi yapilmalidir.
Bu yontem her ¢izgide 0.1-0.5 mg proteini boyayabilir.

3.5.7. Jelden boya ¢cikarma islemi

Jeli boyadan ¢ikarma igleminde iki metot vardir. Bunlar;

1. Metot;

Methanol %40’ ik

Asetik asit (CH3COOH) %7’lik

Bu soliisyonda jeller 1 saat siireyle bekletilerek ve ara sira ¢alkalamak suretiyle boya ¢ikarma
islemi gergeklestirilir. Protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin daha 1yi beyazlamasi

isteniyorsa siire daha uzun tutulmalidir.
2. Metot;

Methanol %5’ lik
Asetik asit (CH3COOH) %7,5’luk

Yapilan bu calismada boyadan ¢ikarma isleminde ikinci metot kullanildi. Bu soliisyonda
jellerin boyadan ¢ikarma islemi bir gecede tamamlandi. Ancak, bu siire i¢inde boyadan

cikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.
3.5.8. Diger kimyasallar ve 6zellikleri
1. TEMED (N,N,N',N' — Tetrametiletilendiamin):

Hazir preparat olarak minimum %99°luk hazir ¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu ¢ozelti koyu renkli

sisede +4 °C’de konsantre halde siiresiz bekletilebilir.

2. %1’lik Amonyum persiilfat:



16

Poliakrilamid jel ¢ozeltisine polimerizasyon igin ilave edilen bir ajandir. Karigima ¢ok az
ilave edilmesi nedeni ile 5mL’lik veya daha az hacimde, 6zellikle deneyden hemen Once

hazirlandi. Bu ¢6zeltinin stabil olmamasi nedeniyle her deneme i¢in tazesi hazirlandi.
3.5.9. Kesikli tampon sistemli jelin hazirlanmasi

Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandig1 ve birbirinden ayrildig: iki farkli konsantrasyonda
iki ayr1 jelden olusmaktadir. Bu jelin hazirlanmasi i¢in ayrma ve stoklama g¢ozeltileri

gereklidir.
3.5.9.1. Ayirma jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.1. Degisik konsantrasyonlarda ayirma jeli hazirlama prosediirti.

Ayirma jelin son konsantrasyonlar1 (%)

Stok ¢ozeltisi (ml) 20 175 15 125 10 75 5
Poliakrilamid ¢ozeltisi (%30) 20 175 15 125 10 75 5
Ayirma jel tamponu 3.75 375 375 375 375 375 3.75
%1 Amonyum persiilfat 0.75 075 075 0.75 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 001 0.01 001 0.01 0.01 o0.01
Distile Su 549 7.99 10.49 12,99 1549 17.9 20.49

Toplam hacim 30 mL olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi gereken
husus; %1°lik amonyum persiilfatin ¢ozeltiye en son katilmasidir. Ciinkii ¢ozeltiye amonyum
persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon islemi baslamakta ve kisa siirede

gerceklesmektedir.
3.5.9.2. Stoklama jelin hazirlanmasi

Total hacim 10 mL olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢ozeltiyi de hazirlarken %1°lik amonyum

persiilfat’m en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.
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Cizelge 3.5.9.2. Degisik konsantrasyonlarda stoklama jeli hazirlama prosediirii.

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlari (%)

Stok ¢ozeltiler (mL) 6 5 4 3

% 30 Poliakrilamid 2 1.67 1.33 1
Stok Jel Tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5
% 1 Amonyum persiilfat 0.5 0.5 0.5 0.5
TEMED 0.075 0.075 0.075 0.075
Distile Su 4.925 5.265 5.595 6.425

3.5.10. Ayirma jelin plaga dokiilmesi islemi

Plaga ilk 6nce ayirma jel dokiiliir. Proteinlerin birbirinden ayrilmas1 %10’luk ayirma jelde

yapilmistir. %10’luk jel ¢ozeltisi i¢in;

%30’luk Poliakrilamid ¢ozeltisi 10 mL
Ayirma jel tamponu 3.75 mL
%1°lik Amonyum persiilfat 0.75 mL
TEMED 0.01 mL
Distile Su 15.49 mL

Yukaridaki miktarlar 30 mL jel ¢ozeltisi hazirlamak icin gerekli olan miktarlardir. Ayirma jel
¢ozeltisinin toplam hacminin 10 mL olmasi yeterlidir. Bunun i¢in verilen bu miktarlar 2/3
oraninda azaltildi. Beher icerisine 1:2 ayirma jel tamponu konuldu ve arkasindan 5.163 mL

dH»0 ilave edildi. Daha sonra 0.0033 mL TEMED ilave edildi. Eger jel kalinligi 1 mm’den

kiigiik ise, ortamdaki oksijen uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in ¢ozeltiyi bir ka¢ dakika vakum
etmek yeterlidir. Aksi takdirde, ortamdaki oksijen polimerizasyonda gecikmeye neden

olacaktir. Polimerizan ajan olarak % 1’°lik amonyum persiilfat kullanilmigtir.
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Amonyum persiilfat ilave edildikten sonra ¢ozelti hafifge karistirilir. Hazirlanan ayirma
cozelti 10 mL’lik enjektore alinir ve vakit kaybetmeksizin diizenekteki bosluga doldurulma
islemine gecilir. Ayirma jel ¢ozeltisi kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere kadar
doldurulur. Jelin iist yiizeyinin keskin ve diizgiin bir ¢izgi haline geldikten hemen sonra hava
ile temasin1 kesmek igin jel yiizeyinde ince bir tabaka olusturacak kadar dH,O ilave edilir.
%1’lik Amonyum persiilfat, 50 mg almarak 5 mL dH;O’da ¢6zmek suretiyle hazirlandu.
Polimerize olan aymrma jelin lizeri naylon bir posetle hava almayacak sekilde kapatild1 ve +4
°C’de bir gece bekletildi. Bdylece polimerize olmamus akrilamid ve bisakrilamidlerin
polimerizasyonu saglandi. Tam polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin

norotoksititesi ortadan kalkar, dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temas edilebilir.
3.5.11. Stoklama jelin plaga dokiilmesi islemi

Proteinlerin stoklanmasi1 %4’ liikk stoklama jel iizerinde yapilmistir. %4’liikk stoklama jel
soliisyonu hazirlamak i¢in, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden uygun miktarlarda alind1

ve total hacim 3.5 mL’ye tamamlandi.

Buna gore;

%30’luk Akrilamid ¢6zeltisi 0.468 mL
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0.833 mL
%1°lik Amonyum persiilfat 0.25 mL
TEMED 0.015 mL
Distile Su 1.95 mL
Toplam Hacim: 3.5mL

Jel ylizeyindeki distile su bosaltildi ve iki jelin kolay kaynagmasi i¢in aymrma jel ylizeyi
stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yiikleme c¢ukurlarmi olusturmak i¢in tarak
cam levhalar arasmna yerlestirildi. Taragin kenarmdan stoklama jel ¢ozeltisi bir enjektorle
yavas bir sekilde plaga aktarildi. Ancak jel icinde hava kabarcigi bulunmamasina dikkat
edildi. Bu arada tarak yerlestirildikten sonra protein uygulanacak kanallar cam kalemle
isaretlendi. Stok stoklama jel soliisyonu polimerize olduktan sonra tarak alindi ve kanal

araliklar1 da bir lanset yardimiyla diizeltildi. Protein ylikleme ¢ukurlar1 yiirlitme tamponuyla
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bir ka¢ defa yikanarak jel artiklar1 temizlendi. Sonra elektroforez tanklar1 yiiriitme tamponu
ile (Tris-Glisin pH 8.6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve klempler ¢ikarildi. Jel tanka
yerlestirilerek plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar1 enjektor yardimiyla uzaklastirildi.

Bu islemlerden sonra serum numunelerinin hazirlanmasina gegildi.
3.5.12. Serum numunelerinin sulandirilmasi ve jele yiikleme islemi

1 ve 6,7 numarali jel cukuruna molekiil agirliklart bilinen standart proteinler aplike edildi. 2
numarali jel ¢ukuruna kontrol grubu Capoeta capoeta serum numunesi, 3 numarali jel
cukuruna 100 mg/L dozda AA Capoeta capoeta serum numunesi, 4 numaral jel ¢ukuruna 2
mg/L dozda DM verilen Capoeta capoeta serum numunesi, 5 numarali jel ¢gukuruna 100 mg/L
dozda AA ve 2 mg/L dozda DM verilen Capoeta capoeta serum numunesi aktarildi. Standart
olarak, molekiil agirliklar1 farkli olan 3 protein kullanildi. Bunlar; tripsinojen (24 kD),
yumurta albumini (45 kD), sigir albumini (66 kD) seklindedir. Bu standart proteinlerin her
birinden 1’er mg alindi ve 1 mL dH,O’ya 1 mg/mL’lik standart hazirlandi. 1 mg/mL
standarttan 200 uL alinip 200 pL dH,O ile sulandirildi. Boylece son protein konsantrasyonu
0.5 pg/ulL oldu. Daha sonra sample tamponla 1/2 oraninda sulandirildi. Jele bu standart

proteinlerin her birinden 5 pg uygulandi.

Daha sonra total protein konsantrasyonu bilinen serum numuneleri total proteinlerinin gr/dL
cinsinden miktarlarina gore sulandirilmasi islemine gecildi. Capoeta capoeta’dan alinan

serum numuneleri sulandirilarak son protein konsantrasyonlar1 4 ug/ul.’ye ayarlandi.

En sonunda her bir numune tiipiinden 200 pL serum alindi ve her birinin tizerine 200 uL

sample tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2 ug/uL’ye ayarlandh.

Hazirlanan serum numuneleri bir beher icerisine bir miktar su konularak 100 °C’de 3 dk
stireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-merkaptoetanol proteinlerdeki disiilfit baglarini
acar ve denatiire olmalarmi saglar. Boylece serum proteinleri tek polipeptidler haline gelmis
olur. Her jel gukuruna 20’ser uL numune uygulandi. Béylece 40 pg protein jele yiiklenmis
olur. Numuneler plaktaki yerlerine uygulandiktan sonra proteinler 200 V ve 30 mA’de

yiriitiildii.

Elektroforez de proteinleri yliriitme islemine yaklasik 3.5 saat devam edildi. Siirenin sonunda
jel tanktan almarak boyama soliisyonda boyama islemine geg¢ildi. Bu arada plak iizerindeki

stoklama jeli kesilerek atildi. Jeli i¢cinde 250 mL boyama soliisyonu olan bir kaba birakildi.
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Jel, 56-60 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 20-30 dk inkiibe edildi. Bu esnada kap igindeki
boya ¢ozeltisi hafifce calkalanarak jelin daha ¢abuk boyanmasi saglandi.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan g¢ikarma islemi i¢in %5 metanol ve %7.5
asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin seffaflagsmasi
saglandi. Bu islem, jellerin su banyosunda 55-60°C’de 60-70 dk bekletilmek suretiyle yapildi.
Bu esnada jeller hafifce ¢alkalandi. Ancak, boyadan g¢ikarma islemi esnasinda boyadan
cikarma cozeltisi bir kag defa yenilendi. Bu islemlerden sonra jeller %7’lik asetik asit i¢inde
muhafaza edildi. Sonra jellerin fotograflar1 ¢ekildi. Proteinlerin molekiiler agirligi Weber ve

ark. (1972)’larinin metoduna gore hesaplandi [30].
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4. BULGULAR
4.1. Makroskobik bulgular

Calismanin yapildig1 siire igerisinde, tanklardaki baliklarin hareketlerinde yavaslama
gozlemlendi. DM ve DM+AA bulunan gruplarda yem alma isteginin digerlerine oranla
azaldig tespit edildi. Calisma esnasinda 2 giinde bir olmak {izere tanklardaki su ve maddeler
yenilendi. 10.giiniin sonunda DM bulunan tanktaki baliklardan 2, DM+AA bulunan tanktaki

baliklardan 2 tane olmak iizere toplam 4 baligi 61diigii tespit edildi.

4.2. Mikroskobik bulgular

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol grubundaki
baliklarin protein bantlarina gére; 100 mg/L AA bulunan grupta 82 kD,72 kD, 69 kD, 49 kD,
36 kD ve 30 kD’luk protein bandlarinda kalinlagsmalar, 100 kD ve 56 kD’luk protein
bandlarinda incelmeler, 93 kD, 44 kD ve 26 kD’luk protein bandlarmin ise yeni sentezlendigi
saptandi. 2 mg/L DM bulunan grupta 82 kD, 72 kD ve 36 kD’luk protein bandlarinda
kalinlagsmalar, 100 kD, 76 kD, 56 kD ve 30 kD’luk protein bandlarinda incelmeler, 46 kD’luk
protein bandmnin ise yeni sentezlendigi saptandi. 100 mg/L AA ve 2 mg/L DM bulunan grupta
82 kD, 76 kD ve 36 kD’luk protein bandlarinda kalinlasmalar, 100kD, 97 kD, 56 kD ve 30
kD’luk protein bandlarinda incelmeler, yine ayni grupta 46 kD ve 26 kD’luk protein

bandlarinin ise yeniden sentezlendigi saptandi (Resim 4.1.).

Kontrol grubu ince bagirsak preparasyonlar1 incelendiginde, bagirsagin villuslar1 ve diiz kas
dokusu genel olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda bagirsagin koruyucu epiteli olan tek kath
silindirik epitel ve epitelyum icinde yerlesmis goblet hiicreleri net bir sekilde izlenmektedir.
(Resim 4.2.). Kontrol grubu karaciger preparasyonlarinda, karacigeri olusturan temel yapisi
olan Vena centralis ve ¢evresindeki hepatositler net olarak gdzlenmektedir (Resim 4.3.).
Kontrol grubu bobregi olusturan tiim preparasyonlarda proksimal ve distal tubuluslari

olusturan epitel hiicreleri genel olarak iyi bir sekilde izlenmektedir (Resim 4.4.).

DM grubu bagirsaklardan alinan kesitlerdeki preparasyonlarda villuslarda yirtilmalar, epitelde
bozulmalar ve goblet hiicrelerinin dagilimi azalmis oldugu net bir sekilde izlenmektedir
(Resim 4.5.). DM grubu bobrek preparasyonlarinda bobrek dokusunda izlenen proksimal ve
distal tubuluslar, aralarinda yogun bir sekilde izlenen mononiikleer hiicreler net olarak

goriilmektedir. Yine bowman kapsiilii iki farkli bi¢imde (birinde bozulmakta, digerinde daha
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diizgiin bir sekilde) gozlenmektedir (Resim 4.6). DM grubu karacigeri olusturan Vena
centralis ve ¢evresinde 1sinsal yapinin 1. zondan itibaren kayboldugu hepatositler izlenirken,
Vena centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon 3’deki hepatik hiicrelerde

dejenerasyonlar; piknotik niikleus ve vakuolizasyon dikkat ¢gekmektedir (Resim 4.7.).

AA grubu bagirsak preparasyonlarinda baligin barsagindaki tek kath silindirik epitel
hiicrelerinin smirlarmin kayboldugu goblet hiicrelerinin ise yogun bir sekilde azaldigi ve
yogun infiltrasyonlar gozlenmektedir (Resim 4.8.). AA grubu bobrek dokusunun
preparasyonlarinda, DM uygulanan preparasyonlarda oldugu gibi proksimal ve distal
tubuluslar, aralarinda yogun bir sekilde izlenen mononiikleer hiicreler pek fazla bir sekilde
etkilemedigi net olarak izlenmektedir (Resim 4.9.). AA grubu karaciger dokusu
preparasyonlarinda, hepatik hiicrelerin 1sinsal yapismnin  bozuldugu ve safra yolu

izlenmektedir. Baz1 bolgelerde ise yogunlasmis alanlar tespit edildi (Resim 4.10.).

DM ve AA grubu bagirsak preparasyonlarinda, kismen DM’1n zararlh etkisinin AA tarafindan
azaltildig1 dikkat cekmektedir, epitelyum ve goblet hiicreleri rahatlikla gozlenmektedir.
Ayrica infiltre alanlar izlenmektedir. Yine bazi bolgelerde de mukozay1 olusturan epitelde
deskuamasyonlar gozlendi (Resim 4.11.). DM ve AA grubu bobreklerden alinan kesitlerde,
Tibiller rahathikla izlenirken AA’in etkisine bagh olarak infiltre alanlarda azalmalar bazi
bolgelerde ise yogunluklar gbzlenmektedir (Resim 4.12.). DM ve AA grubu preparasyonlarda
karacigeri olusturan Vena centralis ve c¢evresinde 1smnsal yapinin 1. zondan itibaren
kayboldugu hepatositler izlenirken, Vena centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon
3’deki hepatik hiicrelerde dejenerasyonlar, piknotik niikleus ve vakuolizasyon dikkat
cekmektedir. Ayrica yine hepatik hiicrelerde bozulmalar zon 2 ve zon 3 de kolaylikla
gozlenmektedir. AA’in karacigerde pek etkili olmadigi gozlendi (Resim 4.13.).
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Resim 4.1. DM ve AA’e maruz birakilan Capoeta capoeta’min SDS-PAGE yoéntemiyle
elde edilen serum proteinlerinin elektroforegram. 1) Kontrol grubu, 2) 100 mg/L AA
grubu, 3) 2 mg/L DM grubu, 4) 100 mg/L AA+ 2 mg/L DM grubu, 5) Standart protein

bandlar.
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Resim 4.2. Capoeta capoeta kontrol grubu bagirsak dokusu. Bagirsagin villuslar1 ve diiz
kas dokusu (sar1 ok) goriilmektedir. Ayn1 zamanda bagirsagin koruyucu epiteli olan tek katli
silindirik epitel ve epitelyum i¢inde yerlesmis goblet hiicreleri (siyah oklar) net bir sekilde
izlenmektedir. H-EX4.

Resim 4.3. Capoeta capoeta kontrol grubu karaciger dokusu. Karaciger Vena centralis

(siyah ok) ¢evresindeki hepatositler net olarak goézlenmektedir. H-EX4.
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Resim 4.4. Capoeta capoeta kontrol grubu bébrek dokusu. Bobrekde izlenen proksimal ve

distal tubuluslar (oklar), aralarinda teget gegmis hiicrelerle izlenmektedir. H-EX10.

Resim 4.5. Capoeta capoeta DM grubu bagirsak dokusu. Bu deney grubunun
preparasyonunda villuslarda yirtilmalar (oklar) epitelde bozulmalar ve goblet hiicrelerinin

dagilim1 azalmis oldugu net bir sekilde izlenmektedir. H-EX4.
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Resim 4.6. Capoeta capoeta DM grubu bobrek dokusu. Bobrekte izlenen proksimal ve
distal tubuluslar (siyah oklar), aralarinda yogun bir sekilde izlenen mononiikleer hiicreler (sar1
ok) net olarak goriilmektedir. Yine bowman kapsiilii iki farkli bicimde (birinde bozulmakta,

digerinde daha diizgiin bir sekilde, kirmizi oklar) gézlenmektedir. H-EX10.

Resim 4.7. Capoeta capoeta DM grubu karaciger dokusu. Vena centralis (siyah ok) ve
cevresinde 1smsal yapinin 1. zondan itibaren kayboldugu hepatositler izlenirken, Vena
centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon 3’deki hepatik hiicrelerde
dejenerasyonlar; piknotik niikleus (sar1 ok ) ve vakuolizasyon (beyaz ok) dikkat ¢gekmektedir.
H-EX10.
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Resim 4.8. Capoeta capoeta AA grubu bagirsak dokusu. AA uygulanan baligin
barsagindaki tek kath silindirik epitel hiicrelerinin sinirlarmin kayboldugu goblet hiicrelerinin
ise yogun bir sekilde azaldigi (siyah ok) ve yogun infiltrasyonlar (sar1 ok) gézlenmektedir. H-
EX4.

Resim 4.9. Capoeta capoeta AA grubu biobrek dokusu. DM uygulanan preparasyonlarda
oldugu gibi proksimal ve distal tubuluslar (siyah oklar), aralarinda yogun bir sekilde izlenen
mononiikleer hiicreler (sar1 ok)’in fazla bir sekilde etkilenmedigi net olarak izlenmektedir. H-

EX10.
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Resim 4.10. Capoeta capoeta AA grubu karaciger dokusu. Karacigerde hepatik hiicrelerin
1smsal yapisinin bozuldugu ve safra yolu (siyah ok) izlenmektedir. Baz1 bolgelerde ise

yogunlagmus alanlar tespit edildi (kirmizi ok). H-EX10.

Resim 4.11. Capoeta capoeta DM + AA grubu bagirsak dokusu. Kismen DM’ zararli
etkisinin AA tarafindan azaltildig1 dikkat ¢ekmektedir, epitelyum ve goblet hiicreleri (siyah
oklar) rahatlikla gozlenmektedir. Ayrica infiltre alanlar (sar1 oklar) izlenmektedir. Mukozay1

olusturan epitelde deskuamasyonlar (kirmizi ok ) gézlendi. H-EXA4.
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LS

Resim 4.12. Capoeta capoeta DM + AA grubu bébrek dokusu. Tiibiiller (siyah oklar)

rahatlikla izlenirken AA’in etkisine baglh olarak infiltre alanlarda (sar1 oklar) azalmalar, bazi

bolgelerde ise yogunluklar (kirmizi ok) gézlenmektedir. H-EX10.

>

. s A :
Resim 4.13. Capoeta capoeta DM + AA grubu karaciger dokusu. Vena centralis (siyah ok)
ve ¢evresinde 1smsal yapmimn 1. zondan itibaren kayboldugu hepatositler izlenirken, Vena
centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon 3’deki hepatik hiicrelerde
dejenerasyonlar piknotik niikleus (sar1 oklar) ve vakuolizasyon (beyaz oklar) dikkat
cekmektedir. Ayrica yine hepatik hiicrelerde bozulmalar zon 2 ve zon 3 de kolaylikla
gozlenmektedir. AA’in karacigerde pek etkili olmadigi gozlendi. H-EX10.
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5. TARTISMA VE SONUC

Clarias batrachus tizerine yapilan bir ¢aligmada, 45 png/L DM ve 50 mg/L AA’e 30 ve 60 giin
sireyle maruz birakilan baliklarin  karaciger enzim aktiviteleri ile karacigerdeki
histomorfolojik degisimlerle birlikte protein diizeyleri gézlemlenmis, kontrol grubu ve AA
uygulanan baliklarda hepatik hiicrelerin normal oldugu, 30 giin siireyle DM’a maruz birakilan
grupta karacigerde histopatalojik dejenerasyon ve kan damarlarinda tikanma, 16kositik
infiltrasyon, sitoplazmik vakuolizasyon ve piknotik niikleus kaydedilmis, devam eden
calismada 60. giin sonunda bulgularin daha belirgin ve siddetli oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte, 30 giin boyunca DM maruz birakilip 30. giinden itibaren AA takviyesi yapilan grupta
ilerleyen siirecte 60. giine kadar iyilesmeler gdzlemlenmistir. Hepatik enzim igerigi kontrol
grubuyla kiyaslandiginda DM grubunda yiikseldigi, protein seviyelerinin ise azaldigi
bildirilmistir. DM’a AA asit takviyesi yapildiginda 30 giinden sonra karaciger enzim

seviyelerinde normallesme oldugu bildirilmistir [31].

Oreochromis niloticus ile Klorpirifos (CPF)’un neden oldugu oksidatif strese karsi AA
(200mg/100g yem)’in koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 12 pg/L (CPF1) ve 24
ng/L (CPF2) CPF subletal konsantrasyonlari, AA takviye edilerek 96 saat boyunca beyin ve
karaciger dokularindaki oksidatif hasarlar1 tespit edilmistir. Tiobarbitiirik asit-reaktif
maddeler (TBARS) diizeyi (P < 0.05) CPF maruz kalan balik beyninde kontrol grubuna
kiyasla onemli bir artig goriilmesine karsin karaciger TBARS seviyesinin degismedigi
bildirilmistir. Bu sonugla, CPF’ye maruz kalan baliklarin beyninde Lipid peroksidasyonu
(LPO)’nun yiikseldigi kaydedilmistir. CPF1 ve CPF2’ye maruz kalinca, karaciger ve beyin
dokularinda Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinde 6nemli bir artis gézlemlenmistir (P
< 0.05). CPF2’ye maruz kalan baliklarda, Katalaz (CAT) aktivitesinde karacigerde 6nemli bir
artig gozlenirken (P < 0.05), beyinde azaldigi saptanmustir. CPF1 ve CPF2 maruziyetinde,
Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi karacigerde azalirken beyinde artis gézlemlenmistir.
CPF’nin etkisiyle beyinde artan TBARS diizeyi AA etkisiyle azalma egilimi gostermis, GSH-
Px, CAT ve SOD degerleri normal smirlarma ulastigi bildirilmistir. AA’in CPF’ye bagh
Oksidatif stresi hafifletici etki gosterdigi kaydedilmistir [32].

Letal (5.012 ppm) ve subletal (2.506 ve 1.253 ppm) konsantrasyonlarda sirasiyla 96 saat ve 60
giin boyunca DM (Rogor 30% EC) uygulanan Puntius ticto‘nun solungaglarindaki
biyokimyasal degisimlerin incelendigi bir ¢aligmada, letal ve 2 subletal doza maruz kaldiktan

sonra baliklarin solungaglarinda protein igeriklerinin azaldigi saptanmistir (-9.0839 ile -



31

24.037%). Glikojen igeriginde letal ve subletal dozlarda azalmalar gdzlemlenmistir (-76.39
ile -81.56%). Kolesterol icerigi letal dozda (-32.14%) ve subletal dozlarda (-38.09 ile -
51.98%) azalmalar saptanmistir. AA iceriginde ise letal (-77.28%) ve subletal dozlarda (-
69.34 ile -87.30%) 6nemli 6l¢iide azalmalar oldugu kaydedilmistir [33].

Labeo rohita ile yapilan bir ¢alismada AA’in artan dozlarinin biiyiime, beslenme ve timmin
sistem tizerine etkileri arastirilmig, baliklar 60 giin boyunca 4 gruba ayrilarak incelendigi
bildirilmistir. 1. grup kontrol, 2. grup 500 mg/ Kg AA, 3. grup 1000 mg/Kg AA ve 4. grup
1500 mg/Kg AA takviyeli yemle beslendigi kaydedilmistir. 1000 mg/Kg AA takviye edilen
grupta spesifik biiyiime orani (SGR)’nda kontrol grubuna kiyasla artis oldugu saptanmistir.
AA takviyesinin, non-spesifik bagisiklik sisteminde hematolojik ve serolojik parametrelerinde
degisikliklere neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Fagositik aktivite (PR ve PI) ve solunum
aktivitesinde (P < 0.05) AA takviyesinin artan dozlarinda onemli Olclide artis oldugu
gbzlemlenmistir. Aeromonas hydrophila asilanan baliklarda, AA takviyesinin doz artirimiyla
birlikte kontrol grubuna kiyasla A. hydrophila enfeksiyonuna kargi korumanin gelistigi ileri

stiriilmiistiir [34].

Oncorhynchus mykiss‘in {immin sistemi tizerine glukan (Beta 1.3/1.6 glukan mayasi) ve AA
(askorbat-2-polifosfat)’in etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 4 gruba ayrilan baliklara (1.
grup 150ppm AA (kontrol dozu), 2. grup glukan + 150 ppm AA, 3. grup 1000 ppm AA, 4.
grup glukan + 1000 ppm AA) ilk 4 hafta sadece kontrol dozu uygulanmistir. Sonraki 2 hafta
grup dozlar1 uygulanan baliklarda spesifik olmayan bagisiklik sistemi incelenmis, takip eden
4 hafta kontrol dozu uygulanmis ve tekrar 2 hafta grup dozlar1 uygulanarak tekrar inceleme
yapilmistir. Makrofaj aktivitesi, oksidatif patlama, pinositoz ve lizozim seviyeleri
incelenmistir. Daha sonra baliklara bagirsak kirmizi agiz hastaligi asilanmis, spesifik
bagisiklik sisteminde lenfosit artis1 ve antikor tepkisi incelenmistir. Asilamadan sonra her 2
haftada bir antikor titresi 16 hafta boyunca takip edilmistir. Calisma neticesinde oksidatif
patlama, pinositoz ve lizozim seviyesinde AA’in 6nemli bir etkisinin oldugu fakat glukanin
bir etkisinin olmadig: ileri siiriilmiistiir. Asilamadan sonra glukan ve AA’in uygulandigi

gruplarda antikor titresinin zirveye ulastigi kaydedilmistir [35].

Ictalurus punctatus yapilan bir ¢aligmada rutin diyetle (biyoflavonoid) AA diyeti arasindaki
sinerjitik etkiler ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Saflagtirilmis kazein/jelatin rutin diyeti
2 dozda (0 ve 1000 mg/Kg), L-AA diyeti ise 3 dozda (0, 1500 ve 3000 mg/Kg) 16 hafta

boyunca uygulanmis ve AA takviyesi bulunmayan gruplarda 10 (rutin bulunmayan grup) ve
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12. haftalarda (rutin igeren grup) spinal kolumnusda deforme, dis kanama ve ylizgeglerde
asmmalar gozlemlenmistir. Bunlarla birlikte, viicut agirlhik artisi, yem alimi, hematokrit
diizeyler ve hepatosomatik indeks (% karaciger agirligi) de 6nemli degisimler kaydedilmistir.
Ayrica karaciger, fileto ve plazma AA konsantrasyonunda azalmalarin oldugu bildirilmistir.
AA igeren diyet gruplarinda karaciger, fileto ve plazma AA konsantrasyonlarinda korelasyon
oldugu ileri siiriilmiistiir. AA ve rutin olmayan diyet uygulamasinda ise baliklardan alinan
fileto orneklerinde zorunlu oksidasyonla birlikte 2-tiobarbitiirik asit (TBA) seviyesinde
onemli artig oldugu kaydedilmistir. Calisma sonunda iki diyetin birlikte uygulanmasinin

sinirl bir sinerjitik etki gosterdigi bildirilmistir [36].

Salmo salar’n bagisiklik sistemi ve hastalik direnci iizerine AA diyetinin etkilerinin
arastirildig1 caligmada, baliklar 6 ay boyunca 40, 400, 2000 ve 4000 mg AA/Kg’ a esdeger
askorbat-2-monofosfat (AP)’mn kademeli dozlarina maruz birakilmistir. Zimosanla uyarilmig
makrofajlarda, biiyiime, hematoloji ve asit fosfataz aktivitesine AP diyetinin bir etkisinin
olmadigi, serumda ise hemolitik aktivitenin goriildiigii fakat kayda deger bulunmadig:
bildirilmistir. Aeromonas salmonicida asilamasindan sonra bakteriyel miicadelede 11 ve 17.
haftalardan sonra yiiksek AP seviyesinin baliklarin spesifik antikor iiretiminde ©nemli
derecede artisa neden oldugu ve boylece hayatta kalma oranmnin arttigi kaydedilmistir.
Bobrekteki lizozim aktivitesi, serum kompliman aktivitesi ve serum demir degerlerinde artis
oldugu kaydedilmekte, bu durumun ise AA’in lizozim aktivitesinde 6nemli bir roliiniin
olabilecegi tahmin edilmektedir. Serumda demir artis1 ve kompliman aktivitesinin ise spesifik

olmayan hastalik direncinin bir gostergesi olabilecegi ileri siiriilmektedir [20].

Heteropneustes fossilis baliklarinda DM (Rogor)’a karsi davranigsal degisimler ve akut
toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada, tath su yaym baliklarinin, LCsy degerlerine; 15.92
mg/L 24 saat, 13.42 mg/L 48 saat, 12.39 mg/L 72 saat ve 11.34 mg/L 96 saat siireyle maruz
birakilan H. fossilis tiirliniin alt ve ist sinirlar1 belirlenmistir. Buna gore; alt degerler 15.32
mg/L 24 saat, 12.18 mg/L 48 saat, 11.23 mg/L 72 saat ve 9.79 mg/L 96 saat oldugu, iist
degerlerin ise 16.59 mg/L 24 saat, 14.72 mg/L 48 saat, 13.54 mg/L 72 saat ve 12.86 mg/L 96
saat oldugu kaydedilmistir. Bu dozlara maruz birakilan baliklarda davranigsal degisimler
gozlemlenmis, operkul hareketinde artis, halsizlik, uyusukluk ve kas tetanisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica baliklarin viicut renginde solmalar tespit edilmistir. Diger balik tiirlerine

gore H. fossilis tiirtiniin LCsg degerlerine daha duyarli oldugu ileri siiriilmektedir [37].
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Cyprinus carpio DM (EC30) subletal konsantrasyonlarina maruz birakildigi ve bobrek
histopatalojisindeki degisimlerin incelendigi bir ¢alismada, 96 saat boyunca 0.96 mg/L (LCsg
degerinin 96 saat icin %60’1) konsantrasyonuna maruz kalan baliklar kontrol grubuyla
kargilastirilmistir. Baliklarin bobreklerinde glomerulusta biiziilmeler ve tiibiiler limende
genlesmler oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica vakuolizasyon, deskuamasyon, hidropik sislik,
tiibiiler epitelyumunda hiyalin dejenerasyonunun goézlemlendigi kaydedilmistir. Bazi doku

orneklerinde ise kist olusumu ve kanamanin da oldugu bildirilmistir [38].

Yine Cyprinus carpio baliklarinda askorbat metabolizmasi, AA ve askorbik siilfat (AS)
emiliminin arastirildigi bir ¢alismada, a¢ birakilan baliklar normal diyet grubu (karisik kuru
yem- AA takviyesiz), AA (500 mg/Kg) takviyeli diyet grubu ve AS (1084 mg/Kg) takviyeli
diyet grubu olarak 3 gruba ayrilmis ve baliklar 4 hafta boyunca incelenmistir. Sindirim
sisteminin ¢esitli bolgelerinden 6rnekler ve diskilarla yapilan deneyde, askorbat emiliminde
belirgin bolgenin bagirsak anterior bolgesinin %20’lik ilk kismi oldugu saptanmistir. Harici
isaretleme yontemiyle AS’nin bagirsaklarda emiliminin olmadig1 kaydedilmistir. Baliklara
AA takviyeli diyet uygulandiginda plazma, hepatopankreas, bobrek, bagirsak, dalak ve beyin
askorbat  konsantrasyonunun diger gruplardaki baliklarn  benzer dokularindaki

konsantrasyondan daha yiiksek oldugu bildirilmistir [39].

AA diyeti uygulanan Ictalurus punctatus’nin bagisiklik sistemindeki degisimlerin incelendigi
bir deneysel arastirmada, golden yakalanan kiiclik baliklara 9 hafta boyunca 0, 100, 500, 1000
ve 4000 mg/Kg AA diyeti uygulanmis ve 9.hafta sonunda Edwardsiella ictaluri (bakteriyel
patojen) asilanmistir. Asilamadan 4 hafta sonra meydana gelen degisimler incelenmistir.
Baliklarda deneysel periyot sirasinda AA cksikliginde ve viicut agirliklarinda 6nemli bir
degisimin ( P < 0.05 ) olmadig: bildirilmektedir. AA’in artan miktarina karsin kompliman
hemolitik aktivitesinde ve antikor titresinde bir etkisi olmadigi ileri siirtilmektedir. Bununla
birlikte, 1000 mg/Kg AA diyeti uygulanan grupta E.ictaluri’ye karsi bir direng artigi
gozlemlendigi kaydedilmektedir [40].

Brachydanio rerio igin subletal doz olan 0.025 puL/L DM (DM 500)’a maruz birakilan
baliklarla yapilan ¢aligmada karaciger histopatalojisi incelenmis, 8 saat maruziyetten sonra
hiicrelerde sitoplazmik graniilasyon ve odaksal nekroz oldugu gozlemlenmistir. 24 saat
maruziyetten sonra yapilan incelemelerde ise, tipik poligonal hiicre sekli ve hiicre sinirlarinin
kayboldugu, lateral ¢ekirdek gdciiniin meydana geldigi, ¢cekirdek boyutu ve seklinin degistigi,

piknozi ve kromatin yogunlagsmasinin gergeklestigi ve vakuolizasyonla birlikte graniilasyonda
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artiy meydana geldigi bildirilmistir. Bunlarin disinda 72 saat sonunda baliklarin karaciger
hiicrelerinde nekroz, hepatositlerde odaksal rejenerasyon ve kanalikuli oldugu

kaydedilmektedir [41].

Cyprinus carpio yavrularinda DM (30EC) akut toksisitesinin ve bununla birlikte davranig
degisikliklerinin belirlendigi bir calismada, L.Cso degerlerini belirlemek i¢in 24, 48, 72 ve 96
saat siireyle DM’a maruz birakilan baliklarin 6liim oranlarina gore letal konsantrasyonlari
sirastyla 1.84, 1.78, 1.68 ve 1.61 mg/L olarak Olglilmiistiir. Baliklarin davranigsal
hareketlerindeki degisimler gozlemlenmis ve maruziyet siiresi ve miktar arttikca baliklarin
ylizme hareketlerinde diizensizlik, yiizeye ¢ikislarda artis, operkul hareketlerinde azalma, bol
mukoza salgilanmasi, ¢eviklikte azalma, denge durumunda normal pozisyonu koruyamama
durumlarnm oldugu kaydedilmektedir. DM maruziyeti smrasinda oksijen tliketimini
belirlemek icin 24, 48, 72 ve 96 saat iginde oksijen miktar1 Glglimleri yapilmis, biitiin

gruplarda baliklarin oksijen tiiketiminde diistis oldugu bildirilmistir [42].

Yapilan bu g¢alismada, kontrol grubuna ait preparasyonlarit olusturan bagirsak, bobrek ve

karaciger dokularmin normal histolojik yapiy1 yansittigimi gozledik.

Bu verilerin degerlendirilmesi sonucunda DM grubu bagirsaklarda villuslarda yirtilmalar,
epitelde bozulmalar ve goblet hiicrelerinin dagiliminda azalma, bobrek dokusunda
mononiikleer hiicrelerin varliginda artig, yine bowman kapsiiliinde bozulmalar goézlendi.
Karacigeri olusturan Vena centralis ve ¢evresinde i1smsal yapmin 1. zondan itibaren
kayboldugu, Vena centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon 3’deki hepatik

hiicrelerde dejenerasyonlar; piknotik niikleus ve vakuolizasyon gozlendi.

AA grubu bagirsak preparasyonlarinda baligin barsagindaki tek katli silindirik epitel
hiicrelerinin sinirlarmin kayboldugu, goblet hiicrelerinin ise yogun bir sekilde azaldigi ve
yogun infiltrasyonlar gozlendi. AA grubu bdbrek dokusunun preparasyonlarinda, DM
uygulanan preparasyonlarda oldugu gibi proksimal ve distal tubuluslar, aralarinda yogun bir
sekilde izlenen mononiikleer hiicrelerin varligini pek fazla bir sekilde etkilemedigi net olarak
izlendi. AA grubu Kkaraciger dokusu preparasyonlarinda ise, hepatik hiicrelerin 1smnsal

yapisinin bozuldugu goézlendi ve bazi bolgelerde ise yogunlagmis alanlar tespit edildi.

DM ve AA grubu bagirsak preparasyonlarinda, Kismen DM’ zararl etkisinin AA tarafindan
azaltildig1 dikkat cekmekteyken, epitelyum ve goblet hiicreleri rahatlikla gozlendi. Ayrica

infiltre alanlar mevcut olup, yine bazi bdlgelerde de mukozayr olusturan epitelde
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deskuamasyonlar gozlendi. DM ve AA grubu bobreklerden alinan kesitlerde, Tiibiiller
rahatlikla izlenirken AA’in etkisine bagli olarak infiltre alanlarda azalmalar bazi bolgelerde
ise hala yogunluklar oldugu gézlendi. DM ve AA grubu preparasyonlarda karacigeri olusturan
Vena centralis ve ¢evresinde 1sinsal yapinin 1. zondan itibaren kayboldugu hepatositler, Vena
centralisden perifere dogru tanimlanan zon 2 ve zon 3’deki hepatik hiicrelerde
dejenerasyonlar piknotik niikleus ve vakuolizasyon dikkat ¢ekmektedir. Ayrica yine hepatik
hiicrelerde bozulmalar zon 2 ve zon 3 de kolaylikla gozlenmektedir. AA’in karacigerde pek
etkili olmadig1 kanaatine varildi. Bulunan bu sonuglarin yapilan literatiir arastirmalariyla

uygunluk gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak yapilan bu arastrmada DM grubu dokularda bozulmalara sebep olurken
yalnizca AA uygulanan grubun baligin organlarinda ¢ok etkili olmadigini, DM ve AA’in
birlikte uygulandig1 grupta ise bazi organlara iyilestirici etki yapabildigini (bagirsaklarda
kismen DM nin etkisini azaltti§i, bobreklerde DM’a bagli olusan infiltrasyon alanlarinda
kismen gerileme gibi) bazilarinda ise (karaciger dokusunda dejenerasyonlarin, piknotik

niikleuslarin ve vakuolizasyonun azalmasi gibi) etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol grubundaki
baliklarin protein bandlarma gére; 100 mg/L AA bulunan grupta 82 kD,72 kD, 69 kD, 49 kD,
36 kD ve 30 kD’luk protein bandlarinda kalinlagmalar, 100 kD ve 56 kD’luk protein
bandlarinda incelmeler, 93 kD, 44 kD ve 26 kD’luk protein bandlarinin ise yeni sentezlendigi
saptandi. 2 mg/L DM bulunan grupta 82 kD, 72 kD ve 36 kD’luk protein bandlarinda
kalinlagsmalar, 100 kD, 76 kD, 56 kD ve 30 kD’luk protein bandlarinda incelmeler, 46 kD’luk
protein bandinin ise yeni sentezlendigi saptandi. 100 mg/L AA ve 2 mg/L DM bulunan grupta
82 kD, 76 kD ve 36 kD’luk protein bandlarinda kalinlasmalar, 100kD, 97 kD, 56 kD ve 30
kD’luk protein bandlarinda incelmeler, yine ayni grupta 46 kD ve 26 kD’luk protein
bandlarinin ise yeniden sentezlendigi saptandi. AA uygulamasi sonucunda genel olarak
bulgular 1s1g1nda proteinlerin ekspresyonlarinda artislar gozlendi. DM uygulamasi sonucunda
yine protein ekspresyonlarmda artarken DM ve AA birlikte uygulanmasi sonucunda ise bu
proteinlerin ekspresyonlarinda azalma yani normallesme gozlendi. Bu durumda DM’a kars1
AA’in kismen iyilestirme etkisi gosterdigi sonucuna varildi. Bu sonuglara gére AA’in
histopatalojik degisimlerde kismen DM’1n zararl etkisini azalttig1 sdylenebilir. DM’ sucul
ortamdaki canlilar iizerinde toksik etkiye yol agtigi ve hayatlarmi tehdit edebilecegi

diistiniilmektedir.
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