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OZET

HIBRIT TILAPIA (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus)’NIN BAZI
DOKULARINDA KURSUN BIRIKIMINE ASKORBIK ASITIN ETKIiSI VE
HISTOPATOLOJISININ BELIRLENMESI

Bu ¢alisma ile gevresel kirlilikle sucul ortama girebilecek kursunun, belirli doz ve
siirede tilapia’nin farkli dokularinda olusturabilecegi birikimin olumsuz etkilerini
azaltmak amaciyla su ortamina verilen askorbik asidin kursun birikimine etkisi ve
birikimin etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesi amaglanmustir.

Kursun (10 mg/l Pb?*) ve kursun + askorbik asit (10 mg/l Pb?* + 10mg/l askorbik
asit) igceren ortamlara maruz birakilan hibrit tilapialar (Oreochromis niloticus X
Oreochromis aureus), 14. ve 28. giinlerde 6rneklenerek solungag, karaciger, bagirsak,
gonad ve kas dokularinda kursun birikim diizeyleri ve meydana gelen histopatolojik
degisimler belirlenmistir.

Dokularda kursun birikim diizeylerinin zamana bagli olarak arttig1 ve dokulara gore
farklilik gosterdigi ( bagirsak > solunga¢ > karaciger > gonad > kas) tespit edilmistir.
Kursun ve askorbik asit igeren ortamlarda bulunan baliklarin dokularindaki kursun
birikiminin, yalniz kursun igeren ortamlardakilere gére daha yavas ve daha az miktarda
gerceklestigi saptanmigtir.

Kursun iyonlarina maruz kalan baliklarin gonad ve kas dokuda patolojik bulgulara
rastlanmazken, solungaglarda; epitel ayrilma, hiperplazi, anevrizma, lamellar fiizyon,
0dem, karacigerde; bozuk sekilli niikleuslar, vakuolar dejenerasyon, piknotik niikleus,
karyorektik niikleus, nekroz ve bagirsakta; EGC sayisinda artig gézlemlenirken, ortamda
askorbik asidin bulunmasinin, kursunun hiicresel diizeyde meydana getirdigi bu hasarlar

azalttigi, geciktirdigi ve olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir.

2016, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tilapia, Agir Metal, Kursun Toksisitesi, Askorbik Asit,
Histopatoloji



ABSTRACT

EFFECTS of ASCORBIC ACID ON LEAD ACCUMULATION IN SOME
TISSUES of HYBRID TILAPIA (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) and
DETERMINATION of IT’S HISTOPATHOLOGY

Lead may be entered into an aquatic ambient by an environmental pollution and
will may be accumulate in different tissues of tilapia in a certain time and dose. This study
aimed that lead bioaccumulation on different tissues of tilapia with regard to
histopathology and determining effects of ascorbic acid which added into the water
medium in order to reduce of negative effects of lead.

Accumulated lead levels and histopathological changes of gill, liver, intestine,
gonad and muscle tissues of hybrid tilapias (Oreochromis niloticus x Oreochromis
aureus) which exposed to mediums containing lead ( 10 mg/l Pb2+) and lead + ascorbic
acid (10 mg/l Pb2+ + 10 mg/l ascorbic acid) identified by sampling tissues on 14" and
28" days of experiment.

It was found that the lead accumulation levels of tissues exhibit differences
depending on time and type of tissues (intestine > gill > liver > gonad > muscle). It was
detected that lead accumulation levels and velocities of tissues of fishes in mediums
containing lead + ascorbic acid are lower and slower than in mediums containing only
lead.

On the contrary of gonad and muscle tissues, there many pathlogical finding in gills
due to lead accumulation; epithelial lifting, hyperplasia, aneurism, lamellar fusion,
oedema, in liver; degenerative nucleus, vacuolar degeneration, piknotic nucleus,
karyorrhektic nucleus, necrosis and in intestine; increase in number of EGC was detected
and it was found that existance of ascorbic acid in mediums reduce and retard the cellular

damages.

2016, 79 pages

Keywords: Tilapia, Heavy Metal, Lead Toxicity, Ascorbic Acid, Histopathology
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1. GIRIS

Gelismis ve gelismekte olan tilkelerde agir metallerin gereksiniminin ve buna bagh
olarak iiretiminin siirekli artis gostermesi, bunlarin ¢evreye yayilimini artirmaktadir. Bir
element, gerek maden cevheri halindeyken gerekse islenirken dogaya karisabilmektedir.
Ancak agir metallerin insan faaliyetleri sebebiyle dogaya yayilma orani dogal yollara
gore oldukca yliksektir. Bu durum dogadaki agir metal dongiilerini arttirmaktadir.
Atmosfere salinan agir metaller besin zinciri yoluyla karasal ekosisteme, su dongiisii
yoluyla da sucul ekosisteme geger, ayrica karasal canlilar tarafindan “aerosol” olarakta
solunurlar (Kiirkgii, 2001). insan kaynakli agir metal kirliligi ekolojik sistemlerin
bozulmasina yol agarken insan sagligini da dnemli 6l¢iide olumsuz etkilemekte, bircok
psikolojik, fizyolojik ve norolojik rahatsizligin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Duffus ve Howard, 1996; Nordberg ve ark., 2007).

Periyodik tablodaki 105 elementin 80’1 metal yapisinda olup, bu metallerden bir
kismi1 agir metal olarak adlandirilir ve canlilar i¢in toksik etki gosterir. Bugiin 30
civarinda metalin canlilarda toksisite olusturdugu bilinmektedir (Ozdemir, 1981;
Anonim, 2013).

Metallerin bir grubunun ‘agir metal’olarak adlandirilmasi, genelde bu metallerin
atom agirliklarinin - ve/veya ozgiil agirhklarmin  yiiksek (5g/cm®  ten  biiyiik)
olmasindandir. Agir metaller elementler tablosundaki; titanyum, hafnium, arsenik ve
bizmut tarafindan koselenen, fakat selenyum ve telleryumu da igeren grup olarak
tanimlanmaktadir (Anonim, 2013).

Canlilarin viicutlarinda Cu, Co, Fe, Mn, Mo, V, Se ve Zn gibi bazi agir metaller ¢ok
az miktarlarda bulunurlar ve enzimlerin yapisina katilirlar. Ancak Cd, Cr, Hg, Pb gibi
agir metaller canlilarin viicutlarinda bulunmadig: gibi enzimleri inhibe ederek toksik etki
gosterirler (Kennish, 1992; Anonim, 2002).

Canlilar i¢in oldukega toksik olan ve ekosisteme zarar veren baslica agir metallerden
biri de kursun (Pb)’dur. Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme Onemli zararlar
veren ilk metal olma 6zelligini tasimaktadir. M.O. 2500 yillarinda antik uygarliklar
tarafindan glimiis tiretimi sirasinda yan iiriin olarak kesfedilmis ve tarih boyunca iiretim
ve kullanimi giderek artis gostermistir (Kahvecioglu ve ark., 2006).

Kursun periyodik tabloda IV A grubunda yer alir ve mavimsi-gri bir renge sahiptir



(Cizelge 1.1). Kursun asetat ve Kursun nitrat formundaki tuzlari suda ¢6ziiniirken, kursun
stilfat, kursun halojentirler, kursun karbonat, kursun fosfat, kursun hidroksit ve kursun

siilfiirler suda ¢dziinmez (Ozdemir, 1981; Kiirkcii, 2001).

Cizelge 1.1 Kursunun kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Sembol Pb Siiflandirma Agir Metal

Atom Numarasi 82 Proton ve 82

elektron sayisi

Atom Agirhg: 207.2 AK.B. Notron sayis1 125
Erime Noktasi 327.5°C Yogunluk 11.34 g/cm®
Kaynama Noktasi 1740 °C Renk Mavimsi

Kursun temel olarak pil iiretiminde, akiimiilatorlerde kullanilmakla birlikte, kagit
endiistrisi, boya {iretimi, petrokimya, klor-alkali tiretimi, Savunma sanayi, giibre sanayi
ve demir ¢elik enddistrisi atiklarinin 6nemli bir boliimiinii olusturur (Rether, 2002).

Kursunun canlilarda; beyin, bobrek, kemik doku, merkezi sinir sistemi ve
hematopoetik sistemde fonksiyon bozukluklarina ve biyokimyasal aktivitelerin olumsuz
etkilenmesine yol agtifi, kursun toksisitesinden etkilenen hayvanlarda {ireme
bozukluklari, nérofizyolojik, histopatolojik ve teratojenik yapisal anomaliler goriildiigii
bildirilmistir (Forstner ve Wittmann, 1983; Papanikolaou ve ark., 2005).

Kursunun akuatik ortama girdiginde sucul canlilar {izerindeki toksik etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in 6zellikle baliklar iizerinde galisilmalar yapilmis, kursunun yiiksek
miktarda birikimlerinin balikta anemiye neden oldugu, kuyruk yiizgecin de hasarlara
sebep oldugu ve baliklarda morfolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(Ruparelia ve ark., 1989).

Kursunun baliklarda hem biiyliimeyi hem de eritrositlerin sentezinde gorev alan
aminolevulinik asit dehidretaz enzimini inhibe ettigi (Burden ve ark.,, 1998),
lipidperoksidasyon enzimine etki ettigi (Campana ve ark., 2003), Na*, K*-ATPaz enzim
aktivitesini inhibe ettigi ve hiicreler arasi biyokimyasal diizenlemelerde onemli rol
oynayan alaninaminotransferaz ve aspartataminotransferazlarin doku ve organlardaki

diizeylerinde degisiklige sebep oldugu gozlenmistir (Blasco ve Puppo, 1999).



Kursun toksisitesi baliklarin solungag, karaciger ve bagirsak dokularinda hiicresel
diizeyde hasarlarin meydana gelmesine neden olmaktadir (Zeitoun ve Mehana, 2014).

Solungaglar baliklarda solunum, bosaltim ve osmoregiilasyondan hayati oneme
sahip organlardan biridir (Sarithan ve Cengizler, 2006). Dogrudan su ortamiyla temas
halinde bulunmasi nedeniyle suda bulunan maddelerin viicuda ilk giris yaptig1 ve bu
maddelerden ilk etkilenen organ olma 6zelligi tasimaktadir. Dolayisi ile ortamda bulunan
zararli maddelere ilk tepki veren organ oldugu i¢in solungaglarda meydana gelen
histopatolojik bulgular biiyiik 6nem arz etmektedir (Mishra ve Mohanty, 2008).

Kemikli baliklarda (Teleostei), solungaglar farinks bolgesinde solungag cebi olarak
adlandirilan cepgikler i¢inde yer alir. Agiz boslugunun tabanindan tavanina dogru uzanan
4 cift solunga¢ yay1 vardir. Solunga¢ yaylar1 kemik doku ile desteklenmistir. Her bir
solunga¢ yay1 bir ¢ift solungag¢ filamenti (primer lamel) ve filamentleri ayiran bir
septumdan meydana gelir. Su ile temas eden yiizey alanini arttirmak tizere, her primer
lamelin alt ve iist her iki yliziinde, primer lamel eksenine dikey olarak olusmus sekonder
lameller yer alir. Solungag filamentleri iizerinde afferent ve efferent arterioller ve genis
bir kilcal damar agi bulunur. Lameller ince bir epitel tabaka ile sarilmistir ve pillar
hiicreleri olarak adlandirilan destekleyici hiicrelerce ¢ok sayida sinlisoide ayrilmistir. Her
sinlisoid liimende bir ya da iki eritrosit bulunabilir ve sekonder lamelin baz1 kisimlari
mukus ve klorid hiicrelerinden olusur (Sarithan ve Cengizler, 2006; Mumford ve ark.,
2007).

Baliklarin agir metallere maruz kalmasit durumunda solungaclarda epitel ayrilma,
hiperplazi, anevrizma, lamellar fiizyon ve 6dem siklikla karsilasilan bulgular olmaktadir
(Figueiredo-Fernandes ve ark., 2007).

Epitel ayrilma, su ortamina giren kimyasal kirleticilerin varlig1 sebebiyle solungag
dokuda goriilen ilk tepkilerden biridir. Sekonder lamel iizerinde meydana gelen 6demin
ardindan, epitel katmanin bulundugu yerden ayrilmasinin gézlemlenmesi ile karakterize
edilir. Epitel ayrilmanin goriildiigii durumlarda lamellerin yiizey alani azalir ve solungag
dokunun temel gorevi olan gazaligverisi sekteye ugrar (Winkaler ve ark., 2001). Birgok
arastirici, epitel ayrilmanin su ortaminda bulunan toksikant madde ile kan damarlar
arasindaki mesafeyi arttirarak, toksikant maddenin difiizyonunu engellemeye yarayan bir
savunma mekanizmasi oldugunu 6ne siirmektedir (Laurén ve McDonald, 1985; Arellano
ve ark., 1999; Fernandes ve Mazon, 2003; Van Heerden ve ark., 2004)



Hiperplazi organ ya da dokunun kendini meydana getiren hiicrelerin kontrolsiiz
olarak sayica artig gostermesi sebebiyle boyut olarak biiylimesi olarak tanimlanmaktadir
(Mumford ve ark., 2007). Bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, hormonal uyaricilar, su
sicakliginin ¢ok diisiik olmas1 ve kimyasal kirleticiler hiperplaziye sebep olan temel
etkenlerdir (Roberts, 2012).

Anevrizma, sekonder lameller iizerinde bulunan sintisoidleri destekleyen pillar
hiicre sisteminin ¢okmesi ve kilcal damarlarda bulunan kan hacminin artmasiyla ¢ok
miktarda kanin lamel epitelini disar1 itmesi sonucu, kanin sekonder lamellerde birikmesi
olarak tanimlanan bir dolasim bozuklugudur (Rejeki ve Rahmat, 2005). Anevrizma
dokulardaki katabolitlerin birikmesine, hipoksiaya, 6dem olusumuna ve ¢ok siddetli
seyretmesi durumunda nekroz olusumuna sebep olmaktadir (Anonymous, 2015).

Lamellar flizyon, sekonder lamellerdeki epitel hiicrelerde meydana gelen yogun
hiperplazinin devam etmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Yogun hiperplazi ile birlikte
epitel hiicreleri kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya devam ettikge, sekonder lameller kalinlasir,
bir siire sonra lameller arasindaki bosluk ortadan kalkar ve lameller birlesir. Bu durumda
solunum yiizey alani daralir ve hipoksia goriiliir (Roberts, 2012).

Hiicrelerin disinda bulunan doku sivisinin hiicreler arasi boslukta ya da viicut
boslugunda asir1 miktarda birikimi olarak tanimlanan 6dem, hidrostatik ve ozmotik
basinci etkileyerek damarlarin gegirgenligini arttirarak hipoproteinemi ve inflamasyona
sebep olur (Mumford ve ark., 2007). Lamellar 6dem, ortamdaki toksikantlarin
uzaklagmasi ve su kalitesinin yiikseltilmesi ile iyilesmesi miimkiin olan patolojik bir
degisimdir (Fukuda, 1983). Ancak dokularda 6demin devam etmesi halinde nekroz, epitel
ayrilma ve hiperplazi ortaya g¢ikmaktadir (Yang ve Albright, 1992; Cerqueira ve
Fernandes, 2002).

Karaciger detoksifikasyon organi olmasinin yani sira sindirim (safra), depolama
(lipid, karbonhidrat, vitamin A), bagisiklik (retikulo-endotelial sistem), iireme
(vitellogenin sentezi) gorevlerini yerine getiren, 6nemli anabolizma ve katabolizma
olaylarmin gerceklestigi hayati oneme sahip organlardan biridir. Ayrica, besinler,
toksinler, Kkirleticiler, parazitler ve mikroorganizmalar karacigerin yapisinda ve
metabolizmasinda degisiklige sebep olabildiginden karaciger bir¢ok biyolojik ve ¢evresel
parametreler i¢in hedef organ olarak kabul edilmektedir (Hinton ve ark., 2001).

Dolayisiyla baligin viicuduna giris yapan ve birikim gosteren toksinlerin etkilerini



yansitmasi bakimindan histopatolojik a¢idan incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Endodermden koken alan karaciger hepatik hiicrelerden olusan nispeten biiylik bir
organdir. Karacigerde bulunan hepatik arter ve portal ven, mide ve bagirsaktan karacigere
baglanir. Vendz kan tasiyan portal ven dallanarak siniisoid olarak adlandirilan genis
kapillar ag1 olusturur. Siniisoidler ile sarilmis hepatik parankima iki hiicre katmanindan
meydana gelir ve olduk¢a homojendir. Hepatositler bazofilik, poligonal sekilli hiicrelerdir
ve kiiresel bir niikleus igerirler (Brusle ve Anadon, 1996).

Bozuk sekilli niikleuslar, vakuolar dejenerasyon, apoptozis ve nekrozis karacigerde
agir metal toksisitesinin bir sonucu olarak siklikla gézlemlenen bulgulardir (Mishra ve
Mohanty, 2008; Younis ve ark., 2013).

Toksik 6zellik gosteren maddelerin canlilardaki ilk etkileri hiicresel veya daha alt
seviyelerde goriilmektedir (Orrenius ve ark., 2011). Agir metal toksisitesinin sebep
oldugu hiicresel hasarlar artmaya basladiginda, metallothionein gibi metal-baglayici
proteinler hepatosit hiicrelerinin niikleusunda yogunlasir (De-Smet ve Blust, 2001). Hasar
goren hiicrelerin niikleuslar1 yuvarlak sekillerini kaybeder, kii¢iiliir ve ¢6ker (Fanta ve
ark., 2003). Bozuk sekilli niikleuslar hiicresel diizeyde hasarin ilk gostergesi oldugundan
goriilme siklig1 dokunun aldigi hasar diizeyinin bilinmesi agisindan 6nemlidir.

“Hidrofik degisim” ya da “hiicresel 6dem” olarakta bilinen vakuolar dejenerasyon;
iyon ve si1vi dengesinin devamliligint saglayan hiicrelerin yetersizliginden dolay1 suyun
intrastoplazmik olarak toplanmasindan kaynaklanan, geri doniisiimii miimkiin bir doku
hasaridir (Anonymous, 2009).

Geri doniisiimii miimkiin olmayan doku hasar1 olan hiicre 6liimii ise apoptozis ve
nekrozis olmak ftizere iki farkli sekilde gergeklesmektedir;. Planlanmig hiicre 6limi
olarakta tanimlanan apoptozis, hiicrenin belirli bir 6mrii tamamlamasi sonucu, bir dizi
molekiiler islemin ardindan ortadan kaldirilmasidir (Vaux ve ark., 1994).

Apoptoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini ve sitoplazmasi yogunlagmaya baglar
ve hiicrenin boyutlar: kiigiiliir. Hiicre bir siire sonra apoptotik cisimcik olarak tanimlanan
kiiclik pargalara boliiniir. Bu kii¢ilik pargaciklarin icerdigi uyarici yapilar komsu hiicreleri
uyarir ve apoptotik cisimcikler komsu hiicrelerce fagosite edilerek ortadan kaldirilir
(Wyllie ve ark., 1980; Lipponen ve ark., 1994).

Apoptozis, organizmanin ihtiya¢ duyulmayan ya da anormallesmis hiicrelerden

kurtulmasi ve yasam dongiisiiniin devami igin gerekli bir islemdir. Ancak apoptozis



sadece Omriinlii tamamlamis ve ya anormallesmis hiicrelerde ortaya ¢ikmaz. Bazi
durumlarda dokunun biitiinliiglinii ve konak canliy1 korumaya yonelik olarak da ortaya
cikabilir. Ornegin bir hiicre tek bir bakteriyi algiladiginda onu kendisi yok edebilir, ancak
cok sayida bakteri ile karsilastiginda komsu hiicreleri uyarir ve bu hiicre grubu o hiicrenin
kendisini yok eder (Vaux ve ark., 1994). Benzer sekilde hiicre ya da hiicrelerin apoptozise
ugramasina sebep olan etkenlerden birinin de agir metal toksisitesi oldugu bildirilmistir
(Hamada ve ark., 1997).

Apoptozise giden bir hiicrede piknozis, karyorekzis ve Kkaryolizis evreleri
gozlemlenir (Mumford ve ark., 2007). Piknozis evresinde koyulasan, kiigiilen ve ¢okiis
gosteren piknotik bir niikleus gozlemlenir. Piknozis evresini takiben ortaya cikan
karyorekzis evresinde, yogunlasmis olan niikkleusun membrani pargalanir ve niikleusun
icerdigi kromatin, hiicre sitoplazmasi igerisine diizensiz olarak dagilir (Zamzami ve
Kroemer, 1999). Son asama olan karyoliziste ise DNAaz ve RNAaz enzimleri genetik
materyalin ¢0ziiliip, kromatinlerin kaybolmasina neden olur (Cotran ve ark., 1999).

Nekroz; enfeksiyon, travma ya da toksik maddeler gibi dis kaynakli etkiler
sonucunda hiicrelerin 6limii olarak tanimlanmaktadir (Kasper ve Zaleznik, 2001).
Onceleri nekrozun programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozise alternatif bir hiicre liimii
sekli oldugu diistiniilmiisse de, daha sonra yapilan ¢alismalar nekrozun farklt morfolojik
ve fizyolojik ozellikler gosterdigini ve apoptozisten farkli oldugunu ortaya koymustur
(Proskuryakov ve ark., 2003). Nekrozdan kaynaklanan bir hiicre liimiinde apoptotik
sinyal mekanizmasi takip edilmez, hiicre zar1 biitiinliiglinii kaybeder ve hiicre igerigi
kontrolsiiz bir sekilde hiicreler arasi bosluklara dagilir. Apoptoziste 6len hiicrenin igerigi
komsu hiicrelerce fagosite edilerek ortadan kaldirilirken, nekroz sonucu 6len hiicrenin
icerigi komsu hiicrelerde inflamasyon olusmasina sebep olur. Apoptozis canliya fayda
saglayan bir mekanizma iken, nekroza ugrayan hiicre kalintilart ortadan kaldirilmadigi
icin nekroz canliya zarar verir, hatta canliy1 6liime gotiirebilir (Kasper ve Zaleznik, 2001;
Proskuryakov ve ark., 2003).

Temel olarak sindirim gorevini {iistlenmis olan bagirsak, fonksiyonel isleyisi
bakimindan anteriyor ve posteriyor bagirsak olarak iki boliimde incelenir. Anteriyor
bagirsak; mideden gelen besinleri peristaltik hareketlerle posteriyor bagirsaga iletmek,
bagirsak duvari ve yardimei bezlerden enzim salgilayarak besinleri sindirmek, sindirim

sonucu olusan son tiriinleri kan damarlari ve lenf kanallarina iletmek, sekretin gibi belirli



hormonlar1 salgilamak ile gorevlidir. Posteriyor bagirsagin gorevi ise; sivilart absorbe
etmek ve mukus salgilamaktir (Mumford ve ark., 2007). Anteriyor bagirsakta besinlerin
kan damarlarina iletilmesi ve posteriyor bagirsakta sivilarin emilimi sirasinda besinlerde
bulunan agir metaller dolasim sistemine girerek baligin dokularinda birikime sebep
olmaktadir (Levander, 1979). Agir metallerin viicuda besinler yoluyla degil de su
ortamindan solungaclar ve deri vasitasiyla alinmasi durumunda da en yiiksek agir metal
birikimi bagirsakta gerceklesmekte ve eozinofilik graniil hiicrelerindeki artis, agir metal
birikiminin bir gostergesi olmaktadir (Gardner ve Yevich, 1970; Mohamed, 2008, Dai ve
ark., 2009; Kaya, 2012). Dolayisiyla bagirsak, agir metal birikiminin ve toksisitesinin
izlenmesi agisindan 6nemli bir organdir.

Bir tiip seklinde olan bagirsak distan i¢e dogru adventitia, muskularis, submukoza
ve mukoza olmak iizere 4 ana katman icerir. Adventitia katman tiim bagirsak ylizeyini
saran yogun bag doku ve areolar (halka formunda) bag dokudan meydana gelir. Kan
damarlari, sinirler ve lenf kanallar1 bu katmanda yer alir. Muskularis katmani diiz
kaslardan olusmaktadir. Enzimlerin besinlerle karismasi ve peristaltik hareketler
muskularis katmani sayesinde gerceklesir. Submukoza katmaninda ise areolar bag doku,
kan damarlar1 ve sinirler bulunmaktadir. Mukoza katmaninin hareketliligini saglar. En
icteki katman olan mukoza kas tabakasi, lamina propia (bag doku) ve epitel tabakalar
icerir. Lamina propiada eozinofilik graniil hiicreleri (Eosinofilic Granuler - Cell EGC)
yer alirken, epitel tabakada ince ve uzun Kolumnar epitel hiicreleri, goblet hiicreleri,
lenfositler bulunur (Mumford ve ark., 2007).

Islevi tam anlamiyla heniiz anlagilamamis olan EGC’nin asil gdrevinin organizmayi
helminitik parazitlere karsi korumak oldugu distiniilmektedir (Kato ve ark., 1998;
Straumann ve Simon, 2004). Helminitik parazit enfeksiyonu, alerjik reaksiyonlar ve agir
metale maruz kalma durumlarinda EGC’nin artig gosterdigi bildirilmistir (Begam ve
Sengupta, 2015).

Tilapia kiiltiir kosullarinda bakim ve beslenmeye uygun olmalari, iiremelerinin
kolay olmasi, kirlenme ve g¢esitli hastaliklara karst direngli olmalar1 sebebiyle iyi
biyolojik model olarak taninan baliklarin baginda gelmektedir (Almedia, 2002).

Tilapia, Giiney Afrika’dan Madagaskar’a ve Kuzey Suriye’ye kadar genis bir
alanda tatli su, ac1 su ve bazi denizel alanlarda dagilim gosterir (Tekelioglu, 2005).

Ekolojik valanst olduk¢a yiiksek olan tilapia 8-42 °C arasi sicakliklarda, 0,5 ppm



¢oziinmiis oksijen iceren oldukga fakir ve bulanik sularda, % 0,75 tuzlulukta yasayabilir
ve gelisim gosterir. Bentik canlilar ve alglerle beslenir (Tekelioglu, 2005).

Koti ¢evresel kosullar tolere edebilen, hastaliklara direncli, yogun stoklamaya
elverisli, kolayca tlreyebilen ve hizli biiyliyen bir tiir olmasi sebebiyle tilapia
yetistiricilikte oldukga tercih edilen tiirlerden biridir (Altun ve ark., 2006).

Son yillarda Nil tilapiast (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) ve mavi tilapia
(Oreochromis aureus Steindachner, 1864) basta olmak iizere tilapia tiirleri akuatik
cevredeki kirleticilerin biyolojik etkilerini incelemek i¢in indikator organizmalar olarak
kullanilmaktadir (Almedia ve ark., 2002).

Agir metal toksisitesini onlemek, etkilerini azalmak ya da detoksifikasyonu amact
ile uzun yillardir zeolit (Brook, 1953), DPTA, NTA ( Pollard,1966; Sprague, 1968;
Wallace ve ark., 1971) ve EDTA (Nishikawa ve Tabata, 1968) gibi sentetik selatlar
kullanilmaktadir (Muramoto, 1980). Bununla birlikte bircok canli tarafindan viicuda
alinmasi zorunlu maddelerden biri olan askorbik asit (AA) de agir metal toksisitesinin
etkilerini azaltmada kullanilan 6nemli bir antioksidandir (Jiraungkoorskul ve ark., 2008).

Askorbik asit (CsHsOes) suda kolayca c¢oziinebilmesine karsin, eter benzen
kloroform ve yaglarda ¢dziinmeyen, renksiz kristallerden olusan bir monosakkarit
tirevidir. Askorbik asit baliklarda dahil olmak iizere bir ¢cok canlida 6nemli fizyolojik
stireclerin devam ettirilebilmesi i¢in alimi1 zorunlu olan nutrientlerden biridir (Gouillou-
Coustans ve Kaushik, 2000). Askorbik asit viicutta demir metabolizmasinin
diizenlenmesinde, D vitamini aktivasyonunda, stres durumunda adrenal bezler tarafindan
salgilanan hormonlarin zararl etkilerini azaltmada; deri, pul, mukus, kikirdak ve kemik
dokunun yapisina katilan 6nemli bilesenlerden biri olan kollajen sentezinde gorev alir
(McDowell, 1989; Navarre ve Halver, 1989; Lovell, 1989). Ayrica membranlar ve
biyolojik sivilarda reaktif oksijen tiirii (ROS) tizerindeki antioksidan 6zelligi (Lee ve
Dabrowski, 2003) sebebiyle, farkli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birgok balik
tiirtinde stres toleransini arttirdigi bildirilmistir (Marchie ve ark., 1996; Gapasin ve ark.,
1998). Askorbik asidin 6nemli Ozelliklerinden biride selatlama ozelligidir. Yapilan
caligmalar askorbik asidin baz1 agir metaller ile kompleks olusturdugu ve agir metallerin
toksik etkilerini azalttigin1 gostermistir (Kalia ve Flora, 2005).

Tilapia da dahil olmak iizere bir ¢ok balik tiirii askorbik asit sentezinden sorumlu

olan L-glunolakton oksidaz enzimine sahip olmadiklari igin, askorbik asidi disaridan



almak zorundadirlar (Gouillou-Coustans ve Kaushik, 2000). Baliklar askorbik asit
ihtiyacin1 dogal ortamlarinda dogal besinlerinden alabilmektedir, ancak intensif kiiltiir
kosullarinda bu ihtiyacin karsilanmasi yem katkisi ile saglanmakta ve Onem arz
etmektedir.

Yapilan aragtirmalarda yiiksek dozda askorbik asit aliminin immiin sistemi ciddi
oranda destekledigi; hastalik, ¢evresel kosullar ve cesitli toksikantlardan kaynakli stresi
ve agir metaller de dahil bir ¢ok toksik maddenin etkilerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 rapor
edilmistir (Agrawal ve ark., 1978; McDowell, 1989; Navarre ve Halver, 1989; Marchie
ve ark., 1996; Abdel-Tawwab ve ark., 2004). Baliklar tizerinde yapilan 6nceki ¢aligmalar
cogunlukla askorbik asidin beslenme ile alimi uygulamalari olup, su ortamina verilen
askorbik asidin etkinligini konu alan ¢alismalar sinirl sayidadir.

Sublethal ve kronik dozlarda Kirleticilerin baliklar {izerindeki etkilerinin
belirlenmesinde histolojik inceleme de yararli bir yontemdir (Bernet ve ark., 1999). Fakat
kursunun histopatolojik etkilerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu
calismanin amaci herhangi bir antropojenik faaliyetle sucul ortama girebilecek olan
kursunun belirli doz ve siirede tilapia’da olusturabilecegi birikim, bu birikimin dokular
arast farkliligi, su ortamina verilen askorbik asidin kursun birikimine etkisi, dokularda
olusabilecek ve askorbik asit tarafindan engellenebilecek hasarlarin histopatolojik

verilerle desteklenerek ortaya konulmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Tao ve ark. (1999), kursunun balik viicuduna giris mekanizmasinin belirlenebilmesi
i¢in yaptiklar1 ¢alismada kirmizi baligin (Carrasius auratus Linnaeus, 1758) bulundugu
ortama serbest kursun (0,1 ppm) ve gibbsit (aliminyum igeren mineral) iizerine
adsorblanmuis partikiil kursun (0,4 ppm, 0,8 ppm, 1,2 ppm, 2 ppm ve 4 ppm) ilave etmis,
5-10 giin sonunda ortamda bulunan baliklar1 incelemis, solungaclar ve bagirsaklarda
kursun ve aliiminyum partikiillerine rastlamiglardir. Solungaglardaki aliiminyum ve
kursun partikiillerinin diger partikiillere oranla daha fazla oldugunu gozlemlemis, kursun
alim mekanizmasinin; kursun partikiillerinin mukusa tutunmasi ve tutunan partikiillerden
kursunun solunga¢ mikro-cevresi kosullar1 altinda desorbsiyonu olmak iizere iki
basamaktan olustugunu rapor etmislerdir.

Wong ve Wong (2000), kadmiyumun solungaglarda bulunan klorid hiicrelerinin
hiicresel fonksiyonlarina etkisini belirlemek tizere Mozambik tilapiasi (Oreochromis
mosambicus Peters, 1852) ile yaptiklari ¢alismalarinda, 7 giin boyunca baliklar1 40, 80 ve
160 ppb kadmiyuma maruz birakmislar ve solungag¢ dokuyu taramali ve gegirimli
elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Adaptasyonal modifikasyon gdsteren morfolojik
yapilarm gazlarin transferinde rol oynayan pavement hiicrelerinde sismelere ve Ca?* alimi
ile gorevli klorid hiicrelerinde yogunlukta artisa neden oldugunu goézlemlemislerdir.
Ayrica her klorid hiicresi basma diisen Ca®* tasima kapasitesinin ciddi miktarda
azaldigini, bunun sonucu olarakta klorid hiicrelerinin balikta hipokalsemiye neden olan
kadmiyumun ana hedefi haline geldigini rapor etmislerdir.

Karatas ve Kalay (2002), farkli kursun derisimlerinin ve etkide kalma siirelerinin
Tilapia zilli Gervais, 1848’de kursun birikimine etkilerini arastirmiglardir. Calismada 1,
7, 15, 30 giin boyunca 1 ppm, 2,5 ppm ve 5 ppm kursun nitrat igeren ortamlara maruz
biraktiklar1 baliklarin dokularindaki kursun birikim diizeylerini bobrek > beyin >
solunga¢ > karaciger (sirasiyla % 52,87 , % 25,56 , % 15,47 ve % 6,10) olarak tespit
etmis, bobrek dokuda kursun birikiminin yliksek miktarda olmasini; bobrek dokunun
kursun baglayici proteinler igermesi ve metal atiliminin 6nemli oranda bu doku lizerinden
saglanmasi olarak ac¢iklamislardir.

Ruparelia ve ark. (1989), kursunun O. mosambicus’un kan degerlerinde meydana

getirdigi biyokimyasal degisimleri belirlemek i¢in yaptiklar calismada; baliklar 18, 24
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ve 33 mg/l kursun igeren ortamlarda 7, 14 ve 21 giin siire ile tutmus ve glukoz seviyesinde
tim gruplarda 6nemli bir diisiis oldugunu ve kursunun baliklarda hipoglisemiye sebep
oldugunu rapor etmislerdir.

Kaya (2012) ’nin, 14 giin boyunca 0,5- 2,5 ve 5 ppm kursun i¢eren ortamlara maruz
birakilan O. mossambicus’da kursun toksisitesinin sebep oldugu oksidatif stres ve buna
bagli olarak degisen bazi fizyolojik parametrelerini belirlemek iizere yaptig1 ¢caligmada;
Na*/K*- ATPaz, enzim aktivitesinin solungag¢, bagirsak ve beyin dokusunda inhibasyona
ugradigini, hematolojik parametrelerden hemoglobin, hematokrit, eritrosit ve notrofil
sayilarinda azalma oldugunu belirlemistir.

Mishra ve Mohanty (2008), 96 saat boyunca lethal dozda (41,75 mg/l) hexavalent
kroma maruz biraktiklar1 Channa punctata (Bloch, 1793)’un solungag, bobrek ve
karacigerinde meydana gelen histopatolojik degisimleri ortaya koymuslar; solungaglarda;
epitel hiperplazi, lamellar fiizyon, 6dem, epitel ayrilmalar nekroz ve aneurizm, bobrekte;
kiictilen liimenlerle birlikte renal tiibiillerde epitel hiicrelerde hipertrofi ve atrofi,
hematopoetik dokuda nekroz olusumu, karacigerde; hepatositlerde sitoplazmik
vakuoluzasyon, atrofi ve siniisoidal bosluklarda artis gozlemlediklerini rapor etmislerdir.

Martinez ve ark. (2004) yaptiklari c¢alismalarinda Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)’u 96 saat boyunca 24 ve 71 mg/l kursun konsantrasyonlarina maruz
birakmislardir. Calisma sonucunda kursunun solungag epitel hiicrelerinde hiperplaziye,
solungag lamellerinde kopmaya neden olurken, Na?*/K*/ATPaz aktivitesini inhibe ederek
osmoregiilasyonda bozulmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Olojo ve ark. (2005) farkli kursun derisimlerinin (0,06-0,08 mg/l) 3 hafta siireyle
karabaligin (Clarias gariepinus Burchell, 1822) solunga¢ ve karaciger dokularinda
meydana getirdigi patolojileri ortaya koymuslardir. Solungaglarin kikirdak dokudaki
kitlesel biiziilme sebebiyle boyut olarak kiigiildiigiinii, hiicrelerin lizize ugramasindan
dolay1 epitel hiicrelerinin zarar gordiigiinii, 6dem baslangicinin bir belirtisi olarak hiicre
ici vakuol olusumlarina rastladiklarini, pillar hiicrelerinin boyutlarmin kiigiildiiglinii
gozlemlemislerdir. Ayrica karacigerde; damar tikamikliginin  kan  dolagimim
engellemesinden dolayr doku iskemilerinin olustugunu, akut ve yogun olarak karaciger
hiicrelerinde nekroz goriildiigiinii, kan damarlarinda hemarojilere rastlandigini rapor
etmislerdir.

Mobarak ve Sharaf (2011), 96 saat siiresince sublethal konsantrasyonda (0,8 mg/l)
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kursun asetat igeren ortama maruz kalan yelken kuyruk moli’nin (Poecilia latipinna,
Lesueur, 1821) solungag ve sindirim sisteminde meydana gelen histopatolojik degisimleri
incelemisler, solungaglarda; hiperplazi, hipertrofi, lamellar yapida bozulmalar ve lamellar
flizyona, Kkaracigerde; hepatositlerde daralma, siniisoidlerde genisleme ve
hepatopankreasta; hepatositler ve pankreosit’ler arasindaki baglanti kayiplarinin
oldugunu gozlemlemislerdir.

Lamchumchang ve ark. (2007), O. niloticus’da kalsiyumun kursun alimina etkisini
arastirdiklar1 c¢alismalarinda, kursunun LC50 (96 saat) degerini 182,38 mg/l olarak
belirlemiglerdir. 30 giin siiren ¢alisma sonucunda kalsiyum ilaveli yem ile beslenen
baliklarda kursun aliminin 6enmli oranda daha diisiik miktarda gerceklestigini
gozlemlemislerdir. Ayrica solungaglarda; 6dem, lamellar hiperplazi, epitel ayrilma,
lamellar fiizyon ve anevrizmalara, karacigerde siniisoidlerde daralma, vakuoluzasyon ve
nekroz bulgularina rastladiklarini bildirmislerdir.

Jiraungkoorskul ve ark. (2007), O. niloticus’da kursunun LC50 (96 saat) degerini
182,12 mg/1 olarak belirlemislerdir. Yalniz 45 ppm kursun derisiminde bulunan gruba
gore, kursuna ilave olarak Thunbergia laurifolia bitkisinin ekstraktini i¢eren ortamlardaki
baliklarda genotoksisitenin ¢ok daha az gerceklestigini rapor etmislerdir.

Yildirim ve ark. (2006), fingerling O. niloticus’da deltamethrinin akut toksisitesinin
dokularda meydana getirdigi histopatolojik degisimleri ortaya koymak i¢in yaptiklar
aragtirmada, baliklari 96 saat boyunca 5Spg/l deltamethrine maruz birakmistir. Sonug
olarak solungaglarda; hiperemi ve sekonder lamellerde fiizyon, telangiektazis
karacigerde; hidrofik dejenerasyon gézlemlediklerini rapor etmislerdir.

Van Dyk ve ark. (2007), O. mosambicus’u Cd+Zn karigiminin etkisine 24 ve 672
saat siireyle biraktiklari calismalarinda; metal karisiminin etkisinde karacigerde meydana
gelen histopatolojik degisimleri incelemislerdir. Calisma sonucunda hiyalinizasyon,
hepatositlerde vakuol olusumu, hiicresel hiperplazi ve kan damarlarindaki kan akisinin
asir1 sekilde arttigini saptamislardir.

Figueiredo-Fernandes ve ark. (2007) O. niloticus’'da 21 giin siireyle 0,5 — 0,1 ve
2,5 mg/l Cu derisimi bulunan ortamlarda meydana gelen patolojileri incelemisler, yiiksek
konsantrasyonlarda solungaglarda; 6dem, lamellar epitelde gerilme ve lamellar vaskiiler
eksende yogun vazodilasyon, karacigerde; nekroze alanlar gézlemlemislerdir.

Mohammed (2008) Nasser Golii’'nde yaptigi bir ¢alismada, sudaki ve O. niloticus
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ve Nil levreginin (Lates niloticus Linnaeus, 1758) dokularindaki bazi agir metallerin (Fe,
Zn, Cu, Pb) diizeylerini belirlemis ve histopatolojik degisimleri incelemistir. Yapilan
calismada karacigerde; nekroze odaklar, vakuolar dejenerasyon, intestinal mukozada;
nekrotik alanlar, kas dokuda; atrofi tespit edilmistir.

El-Naggar ve ark. (2009) Nil Nehri’nden 6rnekledikleri O. niloticus’taki bazi agir
metal (Fe, Mn, Cu, Zn, Cd ve Pb) birikimlerini ve bu agir metallerin karacigerde meydana
getirdigi histopatolojik degisimleri incelemisler, karacigerdeki agir metal diizeylerini Fe>
Cu> Zn> Mn> Pb> Cd olarak tespit etmislerdir. Ayrica yaptiklari histopatolojik
incelemede dokuda dejenerasyonlara, damar tikanmalarina, hemorajilere, nekroze
alanlara ve 6deme rastladiklarini rapor etmislerdir.

Dai ve ark. (2009), O. niloticus ‘u 60 giin boyunca 100, 400 ve 800 ng/g kuru agirlik
dozunda Pb i¢eren yem ile beslemis; kursunun birikimi, histopatolojisi ve sindirim sistemi
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. En yiiksek miktarda birikimin bagirsakta oldugunu
(dozlara gore sirasiyla 6,762 — 24,890 — 31,750 ug Pb/g), bunu mide (dozlara goére
sirastyla 2,047 — 8,873 — 11,680 pg Pb/g) ve karacigerin (dozlara gore sirasiyla 0,988 —
2,981 — 4,163 ng Pb/g) izledigini, karaciger dokusunda lezyonlara, diizensiz olarak
dagilmis hepatositlere, hiicresel hipertrofiye ve sitoplazmik vakoulasyona rastladiklarini,
kursun birikim miktarina bagli olarak sindirim enzimlerinin inhibe oldugunu ve bu
inhibasyonun tilapia’da diyete bagli kursun kontaminasyonunun potansiyel biomarker1
olabilecegini bildirmislerdir.

Kaoud ve El-Dashan (2010), balik giftliklerinden 6rnekledikleri O. niloticus’lardaki
agir metallerin birikimi ve histopatolojik etkilerini arastirmislardir. Solungaglarda; primer
lamellada 6dem, sekonder lamellada hiperplazi, lamellar fiizyona, karacigerde; hepatosit
hiicrelerinde ve kan damarlarinda dejenerasyona, bobrekte; nekroze alanlara, kas dokuda;
nekroze odaklara, atrofi ve 6demlere rastladiklarini bildirmislerdir.

Abdel-Warith ve ark. (2011) c¢inko toksisitesinin karacigerde sebep oldugu
histolojik degisimleri incelemis, O. niloticus’u 2-4 hafta boyunca 2, 4 ve 6 ppm ¢inko
kloriir iceren ortamlara maruz birakmislardir. Sonu¢ olarak karacigerde hepatosit
dejenerasyonu, niiklear piknozis, hiicresel sismeler ve kan damarlarinda tikaniklar
gbzlemlendigini rapor etmislerdir.

James ve Sampath (2000), Heteropneustes fosillis Bloch, 1794 i 60 giin boyunca 5

ppm kadmiyum igeren su ortamina maruz birakirken bu ortamlara 0,5, 2 ve 4 g/l zeolit
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eklemisglerdir. Calisma sonunda su, sediment, balikta birikim gosteren Cd miktarlarini
karsilagtirmiglar, baliktaki RNA: DNA oranlarini incelemisler ve 2 g/l zeolit ortamina
maruz birakilan grubun en iyi performansi gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica 2 ¢/l
zeoliti optimum doz olarak 6nermislerdir.

James (2000), 5, 15, 30 ve 45 giin boyunca O. mosambicus’da 6 ppm kadmiyum ile
0,5, 2 ve 4 g/l zeolit karisimi etkisinde hematolojik kan degerlerini incelemis,
kadmiyumun kan parametrelerine etkisinin zeolitle azaldigini saptamustir.

Muramoto (1980), Pb ve Pb-EDTA karisimlarina maruz birakilan sazanlarin
(Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) solunga¢ ve kas dokularinda birikimi karsilastirmis,
dogrudan Pb’nin etkisine birakilan baliklara oranla Pb-EDTA karigimina birakilan
baliklarin solunga¢ ve kas dokularindaki kursun birikiminin oldukca azaldigim
saptamistir.

H. fosillis tizerine yapilan bir ¢aligmada 35, 60, 90 ve 120 giin boyunca 20, 50 ve
60 mg/l/giin sublethal konsantrasyonlarda, kursun nitratin baliklarda karacigerde hiicresel
metabolizmay1 ve enzimleri inhibe ettigi, ¢oziinebilir protein, RNA ve glikojen igeriginin
azalmasina neden oldugu belirlenmistir. Zeolit uygulamasinin kursun nitrat kaynakli
etkileri azalttigi, yem alimmi arttirdigi tespit edilmis, zeolitin biyolojik sistemlerde
giivenle kullanilabilecegi onerilmistir (Jain, 1999).

Mishra ve Jain (2009), H. Fosillis’te 60, 90, 120, 150 ve 180 giin boyunca sublethal
dozda (10 mg/l ) kursun, kabazit ve kursun+kabazitin beyin, karaciger, bobrek ve
solunga¢ dokulardaki protein igeriklerine etkisini ortaya koymak ig¢in yaptiklar
caligmalarinda; kursunun tiim dokularda protein igerigini azalttigini, kursun + kabazitin
sadece kursuna gore protein igerigini daha yiiksek oranda muhafaza ettigini, kursunun
toksisitesini onemli Olcilide azalttigini ve tek basina kabazitin kontrol grubuna gore
protein igerigini daha da yikselttigini, bu nedenle kabazitin yem katkis1 olarak
kullanilmasinin tavsiye edilebilecegini bildirmislerdir.

Sahin (2011), O. niloticus’da kursun toksisitesinin azalmasinda zeolitin etkisini
belirlemek lizere yaptig1 ¢alismasinda, 0,1 mg/l Pb, 0,1 mg/l Pb+0,1 g/l zeolit, 0,1 mg/I
Pb+0,2 g/l zeolit ortamlarina 10, 20 ve 30 giin siire ile maruz biraktig1 baliklarda, en
yiiksek kursun birikiminin bébrek dokuda oldugunu bunu solungag, karaciger ve kas
dokunun izledigini, tim deney gruplarinda zeolitin bobrek ve karaciger dokuda kursun

birikimini 6nemli dl¢iide azalttigini gostermistir.
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Thomas ve ark. (1982), 10 ppm kadmiyuma 6 hafta boyunca maruz biraktiklari
has kefal (Mugil cephalus Linnaeus, 1758) ile yaptiklar1 ¢calismada; karaciger, solungag,
beyin ve bobrek dokudaki askorbik asit rezerv seviyelerinin, baligin kadmiyuma maruz
kalmasi durumunda degisimini incelemislerdir. Bobrek doku hari¢ diger dokularda
askorbik asit seviyesinin 6nemli oranda azaldigini bildirmislerdir.

Lanno ve ark. (1985), gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss Linnaeus,
1758) yeme eklenen bakirin toksisitesi iizerine askorbik asidin etkilerini arastirdiklar
calismalarinda; baliklar1 16 hafta boyunca sadece bakir eklenmis (800 mg/kg) ve bakir +
askorbik asit (sirasiyla 800 mg/kg bakir + 100/ 1000/ 10000 mg/kg askorbik asit)
eklenmis yemlerle beslemislerdir. Sonug olarak bakir eklenen yem ile beslenen grupta
canli agirlik artisinda 6nemli bir azalma, bakir + askorbik asit eklenen yem ile beslenen
gruplarda canli agirlikta artis oldugunu fakat askorbik asitin bakir metabolizmasini ve
birikimini etkilemedigini rapor etmislerdir.

Abdel-Tawwab ve ark. (2004) O. niloticus ile yaptiklar1 ¢alismada, baliklar1 60
giin boyunca %2 LC50 ve ¥4 LCS50 civa kloriir igeren (0,250 ve 0,125 ppm) ortamlara
maruz birakmis normal yemlerle ve 500 mg/kg askorbik asit igeren yemlerle
beslemislerdir. Calisma sonucunda sublethal dozda civa kloriire maruz birakilan grupta
agirlik kazancinda ve kas dokuda toplam protein igeriginde azalma olurken, askorbik asit
iceren yem ile beslenen grupta agirlik kazancinin ve toplam protein igeriginin artis
gosterdigini tespit etmis, hayatta kalma oranlarinin bu grupta daha yiliksek oldugunu
bildirmislerdir.

Korkmaz (2007), O. niloticus’da histopatolojik degisimlere neden olan pestisit
toksisitesi lizerine askorbik asidin koruyucu ve iyilestirici etkilerini ortaya koymak iizere
yaptigi ¢alismasinda; 0,22 ve 0,44 pg/l alfacypermethrin igeren ortamlara 10 ve 20 giin
boyunca maruz biraktig1 gruplarin bir kismini askorbik asit ilaveli, diger kismin1 askorbik
asit ilavesiz yem ile beslemis, calisma sonunda gruplar arasindaki histopatolojik
degisimleri ve farkliliklar1 incelemistir. Deneme sonunda askorbik asit ilavesiz yem ile
beslenen alfacypermethrin ortamlarina maruz kalan gruplarda solungaglarda; sekonder
lamellerde epitel hipertrofi ve hiperplazi, epitel ayrilma ve 6dem, aneurizm, sekonder
lamellerde flizyon gibi lezyonlar karacigerde; siniisoidlerde tikanma, bulanik sisme,
piknotik cekirdek, vakuoler dejenerasyon ve nekroz gibi lezyonlar bobrekte; bulanik

sisme, vakuol olusumu, glomerulusta atrofi, hemapoetik dokuda piknotik c¢ekirdek,
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hiyalin damla dejenerasyonu, Bowman mesafesinde genisleme ve nekroz gibi lezyonlar
gozlemlendigini bildirmistir. Ancak askorbik asit ilaveli yem ile beslenen grupta (10.
giin) hiperplazi, deskuamasyon, nekroz, sekonder lamellerde kaynasma ve pillar hiicre
sisteminin kirilmasi lezyonlarinin goriilmedigini, bunun sebebinin siireye bagli olarak ¢ok
etkilenmemis solunga¢ dokularinda askorbik asidin koruyucu olarak etkili olmasi
olabilecegini rapor etmistir.

Jiraungkoorskul ve ark. (2008), 50 ppm kursunun O. niloticus’da 7, 14 ve 21
giinliik periyodlarda kan, solungag¢ ve karaciger dokularinda meydana getirdigi hiicresel
diizeyde niiklear anomalileri ve 50 ppm kursun + askorbik asidin etkisini incelemisler,
kursunun balikta sebep oldugu genotoksisiteyi askorbik asidin 6nemli 6l¢iide azalttigini

ortaya koymuslardir.

16



3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada balik (hibrit tilapia) materyali, akvaryum ortamlarmda, kursun metali (10 mg/1
Pb?* ) ve kursun + askorbik aside (10 mg/l Pb* + 10 mg/l askorbik asit), 28 giin siireyle maruz
brrakilmustir. Kronik ve ortanu yenilenen biyodeney tipi uygulannstir (Unsal, 1998). Tilapia’nin
farkli dokularindaki birikimler ve bu birikimlere askorbik asidin etkisi tespit edilmis, veriler

histopatolojik incelemeler ile desteklenmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Hibrit Tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus)

Tilapia ismi Cichlidae familyasi iiyelerine verilen genel isimdir ve yaklasik 1608
tiir icerdigi bildirilmistir (Eschmeyer ve Fong, 2015). Bu familyaya ait olan Nil Tilapiast
O. niloticus (Linnaeus, 1758) ve Mavi Tilapia O. aureus (Steindachner, 1864) ‘ya ait
taksonomik siiflandirma agagida verildigi gibidir (Sekil 3.1 ).

Alem : Animalia

Sube : Chordata

Siif . Actinopterygii

Takim : Perciformes

Familya : Cichlidae

Cins : Oreochromis

Tiir : O. niloticus (Linnaeus, 1758)

O. aureus (Steindachner, 1864)

Sekil 3.1 Hibrit tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus )
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Bu calismada isimleri gegen balik tiirlerinin Latince ve Tiirk¢e giincel isimleri
Froese ve Pauly (2016) referans alinarak kullanilmistir.

Tilapia diisiik maliyetle yetistirilebilen bir balik olmasimin yanisira yiliksek
yogunlukta stoklanabilmesi, ekstansif liretime uygun olmasi, polikiiltiir veya ikincil iiriin
olarak tretilebilmesi sebebiyle iiretim maliyeti daha da asagiya cekilebilmektedir. Bu
yiizden FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan bircok iilkeye
insanlarin zorunlu hayvansal protein ihtiyaci probleminin ¢6ziimii olarak sunulmustur
(Tekelioglu, 2005; Altun ve ark., 2006).

Gliniimiizden 4500 yil once yetistiriciliginin yapildigi tahmin edilen tilapiaya
(Balarin ve Hatton, 1979; Balarin ve Haller, 1982) ait kesin bilimsel kayitlar 1924 yilinda
Kenya ’da yetistiriciliginin yapildigi, buradan tim Afrika’ya dagildigin1 géstermektedir
(Meschkat, 1967). 1939 yilinda ilk kez dogal dagilim alanlar1 disina Endonezya’nin Java
Adalari’na nakledilen tilapialar yillar iginde bir¢ok tilkeye dagilmistir (Tekelioglu, 2005).
1970°1i yillarda DSI (Devlet Su Isleri) ve Cukurova Universitesi (C.U.) tarafindan Israil,
Ingiltere ve Suriye’den Tiirkiye’ye getirilen tilapialar, iiretilmis ve bolgeye adaptasyon
calismalar yiiriitiilmiistiir (Sarthan ve Toral, 1980; Tekelioglu, 1991). C.U. I¢ Su
Baliklar1 Uretim Istasyonu’nun tahliye kanallarindan kagan tilapialar Seyhan Nehri’nin
Akdeniz’e yakin boliimlerinde bir populasyon olusturmus ve yillar i¢inde bolgeye
dagilmiglardir (Dikel ve Celik, 1998).

Deneme materyali olarak kullanilacak 9,8 = 0,8 cm boyunda 14,5 + 3,1 ¢
agirhginda Hibrit Tilapia’lar (O. niloticus x O. aureus) Cukurova Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Tatli Su Arastirma ve Uretim Istasyonundan temin edilerek, anestezi
altinda (20 mg/l MS 222) Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi Tatli Su ve Deniz
Baliklar1  Arastirma  Unitesi’ne nakledilmis ve calismanin  gerceklestirilecegi
akvaryumlara stoklanmistir. Baliklar adaptasyon icin 20 gilin bekletilmis, bu siire
icerisinde canli agirligin % 2’si oraninda ticari pelet yem ile beslenmistir. Balik
yemlerinin igerigindeki maddeler ile sudaki metal iyonlar1 ve kimyasallar arasinda
ongoriilemeyen etkilesimlerin olusabilecegi ihtimali diisiiniilerek, saglikli sonuclar elde

edilebilmesi adina denemenin bagslatilmasindan 24 saat 6nce yemleme kesilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Denemede kullanilan baliklarin naklinde ve sakrifiye edilmesinde Sigma-Aldrich
E10521 MS 222 (H2NCgHsCO2C2Hs-CH3SOsH) anestezik madde kullanilmustir.
Akvaryumlar fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1’de verilen dogal kaynak suyu ile
doldurulmustur. Deneme ortamlarina Merck Milipore 107398 Kursun Nitrat (Pb (NO3)
), Sigma-Aldrich A92902 L-Askorbik asit, Merck Milipore 106448 tri-sodyum sitrat-
dihidrat (CeHsNa3O7.2H20 ) ilave edilmistir. Neutral buffered formalin (NBF)’nin
hazirlanmasinda, Merck Milipore 104003 Formaldehit ¢6zeltisi, Merck Milipore 567547
Sodyum fosfat dibasic (Na2HPQO4), Merck Milipore 106342 Sodyum fosfat monobasic
(NaH2POy4); dokularin histopatolojik incelemeye hazirlanmasi asamasinda Merck
Milipore 107017 Etanol, Merck Milipore 108661 Ksilen, Merck Milipore 107151 Blok
Parafin, Sigma-Aldrich hematoksilin soliisyonu, Sigma-Aldrich eozin Y soliisyonu,
Merck Milipore 107961 entellan kullanilmistir. Agir metal analizlerine hazirlik
asamasinda Merck Milipore 100456 nitrik asit kullanilmistir.

Cizelge 3.1 Deneme ortaminda kullanilan suyun fizikokimyasal 6zellikleri

Parametre Deger
Amonyum - mg/l”
fletkenlik 79,3 uS/cm
pH 7,3
Oksitlenebilirlik - mg/l”
Siilfat - mg/l*
Sodyum - mg/l”
Klorir 1,47 mg/I

Toplam Sertlik 50 mg/l CaCOs3

*Degerler 6lgiilebilir limitlerin altinda kaldigindan tespit edilememistir.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Ekipmanlar
Denemede akvaryumlarda Resun marka havalandirma motoru, Xilong AT-700 300

W cam akvaryum isiticisi; suyun fiziksel ve kimyasal parametrelerini belirlemek i¢in Y'SI
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550A oksijenmetre, WTW ph330i pH metre; orneklemeler ve analizlere hazirlik
asamasinda Denver TP214 0.001 hassas terazi, SandH Labware 103 slow 125mm filtre
kagidi; histopatolojik incelemeye hazirlik asamasinda Leika EG 1160 parafin gdmme
istasyonu, Thermo Scientific Shandon Finesse ME+ mikrotom, Medite Tissue Stainer
TST44C marka doku boyama cihazi; agir metal analizinde Agilent Technology, 4100
MP-AES cihazi, histopatolojik inceleme sirasinda Olympus BX51 marka 151k mikroskobu

kullanilmustir.

3.2. Yontem
Calismada 0 (kontrol) , 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l Pb?* + 10 mg/l askorbik asit iceren

ortamlarda baliklar 28 giin siireyle tutulmus, 14. ve 28. giinlerde 6rneklenerek karaciger,
bagirsak, solungag, gonad ve kas dokularinda biriken Pb?* miktarlar1 belirlenmis ve bu
dokular histolojik olarak incelenmistir.

Calisma 5 agamadan olugmaktadir:

Denemenin kurulmasi ve yiiriitiilmesi

Agir metal analizine ve histopatolojik incelemeye hazirlik

Agir metal analizi

Histopatolojik inceleme

YV V V V V

Istatistiki analizler

3.2.1. Denemenin Kurulmasi ve Yiritiilmesi

3.2.1.1. Akvaryum ve Deney Diizenekleri

Denemede 9 adet 80 litrelik cam akvaryumlar kullanilmigtir. Akvaryumlarda
havalandirma motoru ve hava taglar1 kullanarak havalandirma yapilmis, ortam sicakligi
ise her akvaryumda bulunan cam 1siticilar kullanilarak sabitlenmistir (Sekil 3.2). Deneme
siiresince 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik olacak sekilde foto periyod uygulanmis ve

sicaklik, ¢oziinmiis oksijen ve pH parametreleri giinliik olarak takip edilmistir.
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Sekil 3.2 Deney diizenegi (orijinal)

3.2.1.2.Deney Ortamlarinda Kullanilan Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Belirlenen konsantrasyonlart hazirlamak icin ultra saf su kullanilarak ana stok
¢ozeltiler hazirlanmis ve buradan uygun seyreltmeler yapilarak deneme konsantrasyonlari
elde edilmistir. Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi'nin yer aldigi Iskenderun
(Hatay) bolgesinin musluk suyunun kalsiyum ve toplam sertlik derecesinin ¢ok yiiksek
olmasmdan dolay1, Pb?* iyonlarmin kursun siilfat, kursun karbonat, kursun fosfat vb.
metal tuzlar1 formunda ¢6kmemesi i¢in, yumusak sular sinifina giren dogal kaynak suyu
kullanilmigtir. Ayrica yine ¢okelmeyi Onlemek amaciyla tim ortamlara 1,8 ppt
trisodyumsitratdihidrat (CeHsNasO7.2H20 ) ilave edilmistir.

3.2.1.3.Deneme Gruplari ve Denemenin Yiiriitiilmesi

Denemede kontrol (0), (10 mg/l Pb?*) ve (10 mg/l Pb?* + 10 mg/l askorbik asit)
olmak tiizere 3 tekerriirlii 3 farkli muamele grubu olusturulmus, toplam 9 akvaryum
kullanilmistir. Her bir akvaryuma 12 adet balik stoklanmistir. Denemenin 7, 14 ve 21.
giinlerinde akvaryumlarda % 100 su degisimi yapilarak ortamlar yeniden hazirlanmistir.
Mortalite stirekli olarak takip ve kayit edilmig, Olen baliklar derhal ortamdan
uzaklagtirllmigtir. Tim uygulamalar etik kurallara uygun olarak uzman kisilerce
gergeklestirilmistir.

Denemenin 14 ve 28. giinlerinde her bir akvaryumdan 4’er adet balik (3 adet agir

metal birikiminin belirlenmesi i¢in, 1 adet histopatolojik inceleme i¢in) 6rneklenmistir.
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3.2.2. Agir Metal Analizi ve Histolojik Inceleme i¢in Hazirhk Asamasr:

14 ve 28. giinlerde 6rneklenen baliklar, yliksek dozda anestezik kullanilarak (200
ppm MS 222) sakrifiye edilmis, havlu ile kurulanarak boy ve agirlik 6l¢iimleri yapilmis
ve bekletilmeden disekte edilerek solungag, karaciger, bagirsak, gonad ve kas dokulari

orneklenmistir.

3.2.2.1.Agir Metal Analizine Hazirhk Asamasi

Agir metal analizine hazirlik asamasinda yas yakma yontemi kullanilmistir
(Y1lmaz, 2005). Orneklemeyi takiben disekte edilen dokularim yas agirliklari (y.a.) hassas
terazi ile tartilarak, 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilmis, iizerlerine 10 ml % 65°lik nitrik
asit ilave edilmistir. Falkon tiipler sicak su banyosunda 80°C sicaklikta homojen bir
sekilde yakilmis, filtre kagidi ile siiziilmiis ve Ornekler ultra saf su ile 50 ml’ye

tamamlanmistir.

3.2.2.2 Histopatolojik inceleme I¢in Hazirhk Asamasi

Histopatolojik inceleme igin dokular; fiksasyon, dehidrasyon, seffaflagtirma,
parafin infiltrasyonu, doku gébmme, kesit alma, boyama ve daimi preparat hazirlanmasi
olmak tiizere toplam sekiz basamakli bir islemden ge¢irilmistir (Bancroft ve Gamble,
2008).

Orneklenen dokular fikse olmalar1 i¢in 1:25 hacim oraninda (6rnek hacmi: fiksatif
hacmi) % 10’luk Neutral Buffered Formalin (NBF)’e aktarilmis ve en az 48 saat fiksatifte
bekletilmistir. NBF’nin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 asagida

verildigi gibidir:

» 250 ml 37% Formaldehit

» 2250 ml Distile su

> 16.25 g Sodyum fosfat dibasic (NazHPOa)
» 10 g Sodyum fosfat monobasic (NaH2PO4)

Dehidrasyon asamasi, doku igerisinde bulunan suyun ya da fiksatifin disar
cikartilmasi amaciyla uygulanir. Bu asamada NBF fiksatifinden ¢ikartilan dokular bir dizi

formalin ve alkol serilerinden gegirilmistir. Dehidrasyon islemi asagida verilen oranlarda
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ve siirelerde uygulanmustir:

a) %10 Formalin 1sa.
b) %60 Etanol 2 sa.
c) %70-80  Etanol 2 sa.
d) %96 Etanol 1sa.
e) %100 Etanol 1sa.

Seffaflastirma asamasi, dokuda bulunan alkol gibi dehidrant maddelerin
uzaklastirtlmasi i¢in uygulanir. Zira dehidrantlar bir sonraki basamak olan sertlestirme
(parafin infiltrasyonu) asamasinda kullanilan maddelerle uyum gostermezler. Fakat
seffaflastirmada kullanilan ksilen gibi maddeler her iki madde ile karisma 6zelligindedir
ve gecis gorevi gorlirler. Seffaflastirma asamasinda 3 saat siireyle ksilen uygulanmistir.

Dokularin mikrotomda kesilebilmesi icin sertlesmesi gerekmektedir. Bu amagla
sertlestirme (parafin infiltrasyonu) i¢in dokular 4 saat siireyle parafinde bekletilmistir.

Doku gomme asamasinda dokular parafin gomme istasyonu (Sekil 3.3) kullanilarak

plastik kasetlerin {izerine parafin bloklar (Sekil 3.4) icerisine gomiilmiistiir.

Sekil 3.3 Doku gomme asamasinda kullanilan parafin gomme istasyonu (orijinal)
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15- A-karac

Sekil 3.4 Mikrotomda kesilmek tizere hazirlanan parafin bloklari ve

icerisine gémiilmiis dokular (orijinal)

Parafin bloklara gomiilen dokulardan mikrotom ile 4um kalinliginda kesitler

alimmistir. Alinan kesitler 48°C sicakliktaki su banyosuna alinmis, buradan lam {izerine

aktartlmistir.

Boyama islemi hematoksilin ve eozin boyama yontemi (Naiper, 2012) ile doku

boyama cihazi ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Boyama islemi sirasinda uygulanan

prosediir asagida verilmistir:

a)
b)
c)
¢)
d)
e)
f)

9)

Kurutma
Ksilen

Ksilen

Etanol

Etanol

Su banyosu
Hematoksilin

Su banyosu

3 dk.

5dk.

5 dk.

1 dk.

2 dk.

1 dk.

1 dk. 25 sn.

2 dk.
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Etanol
Eozin
Su banyosu
Etanol
Etanol
Etanol
Ksilen

Ksilen

1 dk.

7 dk. 30 sn.

1 dk.

30 sn.

30 sn.

1 dk.

30 sn.

1 dk.



Sekil 3.5 Doku boyama cihazi ve doku kesitlerinin boyanmasi (orijinal)

Daimi preperat hazirlama isleminde entellan kullanilarak, lam tizerine tespit edilip

boyanmuis olan kesitler lamel ile kapatilarak kurumaya birakilmistir.

3.2.3. Agir Metal Analizi

Dokularda biriken Pb miktarlarinin belirlenebilmesi ig¢in analizler Mersin
Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvar’nda bulunan
Agilent Technology 7500ce indiiktif olarak eslestirilmis plazma kiitle spektrometresi
(Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer ICP-MS) cihazinda yapilmistir.

3.2.4. Histopatolojik inceleme
Baliklardan elde edilen dokulara ait histolojik preparatlar 151k mikroskobu ile

histopatolojik olarak incelenmis ve fotograflanmistir.

3.2.5. lstatistiki Analizler

Arastirma sonunda, dokular arasindaki ortalama farkliliklar istatistiki olarak
analiz edilmistir. Hesaplanan degerlerin istatistik analizi SPSS 17.0 programi
kullanilarak, gruplar i¢i ve aras1 farkhiliklar tek ve cift yonlii ANOVA analizi ile
karsilastirilmistir. Farkliliklar Tukey ve LSD testleri ile hesaplanmistir (p<0,05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Deneme siiresince ortamlarin takip edilen sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen

parametrelerinin haftalik ortalama degerleri Cizelge 4.1°de sunulmustur. Ug tekerriirlii

olarak c¢alisilan ortamlarda akvaryumlar arasindaki fizikokimyasal degerlerdeki

farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p < 0,05).

Cizelge 4.1 Deneme ortamlarinin fizikokimyasal parametrelerinin ortalamalari

Giin
Parametre Akvaryum 0-7 7-14 14-21 21-28 Ortalama

I. Akvaryum 24,5 25,1 25,6 247 24,9

Sicaklik (°C) 1. Akvaryum 25,2 245 254 25,3 251

111. Akvaryum 25 24,9 24,7 24,8 24,8

Ortalama 24,9 24,8 25,2 24,9 24,9

§ I. Akvaryum 6,8 6,7 7,0 6,5 6,7

§ Cémn?;ﬁ?n ())ksijen 1. Akvaryum 6,2 6,9 5,4 5,7 6,0

111. Akvaryum 7,0 5,8 6,3 6,6 6,4

Ortalama 6,6 6,4 6,2 6,2 6,3

I.Akvaryum 5,93 6,72 6,83 7,19 6,67

pH 1. Akvaryum 6,42 6,38 7,11 6,68 6,65

111. Akvaryum 5,98 6,54 6,23 6,79 6,39

Ortalama 6,11 6,54 6,72 6,88 6,56

I.Akvaryum 24,4 25 25,3 25 249

Sicaklik (°C) 1. Akvaryum 25,5 24,8 25,5 247 25,1

111. Akvaryum 25,2 25,1 24,9 25 25,0

Ortalama 25 249 25,2 249 25,0

. I.Akvaryum 6,7 7 6,5 59 6,5

?‘f Coziinmiis Oksijen 1. Akvaryum 53 6,4 6,5 5,2 5,8
S (ppm)

£ I11. Akvaryum 7,1 6,1 5,7 6,6 6,3

3 Ortalama 6.3 6,5 6,2 5.9 6,2

I.Akvaryum 7,18 6,87 6,51 7,11 6,92

pH 1. Akvaryum 6,14 6,25 7,09 6,93 6,60

111. Akvaryum 6,84 7,02 6,79 6,45 6,78

Ortalama 6,72 6,71 6,79 6,83 6,76

26



Cizelge 4.1 (Devam) Deneme ortamlarinin fizikokimyasal parametrelerinin
ortalamalari

Giin
Parametre Akvaryum 0-7 7-14  14-21 21-28  Ortalama

Sicaklik (°C) I.Akvaryum 24,2 25,3 25,7 24,6 24,9

I1. Akvaryum 25,5 24,7 24,8 25 25,0

I11. Akvaryum 24,7 25,4 25,1 24,8 25,0

% Ortalama 24,8 251 25,2 24,8 24,9

é Cozlinmiis I.Akvaryum 6,8 6,7 6,5 5,9 6,4
+ | Oksijen (ppm)

<§Q 1. Akvaryum 52 58 6,4 7,2 6,1

%, I11. Akvaryum 53 5,7 6,3 6,5 59

‘;_E" Ortalama 5,7 6,0 6,4 6,5 6,1

pH I.Akvaryum 6,89 6,12 7,06 6,41 6,62

I1. Akvaryum 6,65 6,44 6,64 6,66 6,60

1. Akvaryum 6,13 5,98 6,45 6,38 6,24

Ortalama 6,55 6,18 6,71 6,48 6,48

Deneme siiresince akvaryumlardaki baliklarin davraniglari incelenmis; ilk 3 giinde
calisilan tiim ortamlarda baliklarin davraniglarinda stresli goriinmeleri disinda bir
anormallik olmadig1 saptanmuis olup, 4. giiniin sonunda kursuna maruz birakilan baliklarin
aniden hareket edip aniden durduklari, kontrol grubuna gore daha hareketli olduklar1 ve
mukus salgisinin arttig1 gozlemlenmistir. Kursun ve askorbik asit iceren ortamda bulunan
baliklarin hareketlerinin kontrol grubundaki baliklarin davraniglarina benzer oldugu
bireylerin toplu bir sekilde durdugu fakat mukusta belirgin bir artig oldugu goriilmiistir.
10. giinde kursun iceren akvaryumdaki baliklarin hareketlerinde yavaslama oldugu,
birbirlerinden ayr1 bir sekilde durduklari, agizlarini uzun siire agik tuttuklari, bazi
bireylerin dengesiz bir sekilde yiizdiigii, kursun ve askorbik asit i¢ceren akvaryumlardaki
baliklarin ise solungac kapaklarmi ¢ok sik acip kapadigi, hareketlerinde belirgin bir
yavaslama oldugu, saklanmaya calistiklar1 gdzlemlenmistir. Baliklarin davraniglarinda
17. gline kadar degisim gbézlenmemis ancak 17. giinde kursun grubunda bulunan bazi
baliklarin solungaglarinda kanama oldugu, renklerinin koyulastig1 neredeyse hareket

etmedikleri, kursun ve askorbik asit iceren gruptaki baliklarda renk koyulagmasi ile
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birlikte dengesiz ylizme hareketi gozlemlenmistir. Baliklarin bu belirlenen davranislari
disinda denemenin sonuglandirildigi 28. giine kadar bir degisiklik tespit edilmemistir.

Baliklarda kursun birikimi ve toksik etkilerini belirlemek iizere yapilan onceki
caligmalarda bir¢ok aragtirmaci, baliklarin kagma hareketi, mukus salgisinda artis, agizin
uzun siire agik kalmasi, durgunluk, dengesiz yiizme ve solungaglarda kanama bulgulari
gibi anormallikleri tespit ettiklerini bildirmislerdir (Karatas ve Kalay, 2002; Mobarak ve
Sharaf, 2011; Sahin, 2011; Kaya, 2012). Bu ¢alismada kursun toksisitesine maruz
birakilan baliklarda da benzer davranislar gézlemlenmistir.

Deneme siiresince kontrol grubunda hi¢ 6lim gozlenmezken, kursun igeren
akvaryumlarda toplam 5, kursun ve askorbik asit iceren akvaryumlarda ise toplam 3

mortalite gergeklesmistir (Cizelge 4.2 ).

Cizelge 4.2 Deneme siiresince gergeklesen mortalitenin giinlere ve gruplara gore
dagilimi

Giinler
Ortamlar 7 11 12 13 20 22 26 TOPLAM
10 mg/l Pb?* 2 - 1 - 1 1 - 5
10 mg/l Pb?*
10 mg/l AA - 1 1 - - 1 3

Cearley ve Coleman (1974), baliklarda agir metal toksisitesine bagli mortalitenin;
metal alim mekanizmasinin uyarilmasi ve eliminasyon hizinin biriktirme hizindan diisiik
olmasi sebebiyle hizli bir sekilde alinarak fazla miktarda biriktirilmesiyle gergeklestigini
rapor etmislerdir. Lacroix ve ark. (1985) ve Heath (1995), balig1 6liime gotiiren agir metal
birikiminin etkilerini; iyon regiilasyonunun bozulmasi, solungaglarda oksijen aliminin
bloke olmasiyla hipoksiyanin olusmasi olarak agiklamislardir. Viarengo (1989),
mortalitenin olusmasinda; agir metaller tarafindan enzim aktivitelerinin engellenmesinin

de etkili oldugunu bildirmistir.
4.1. Dokularda Kursun Birikimi

Dokularda kursun birikimi ve askorbik asidin kursun birikimine olan etkisi kontrol
(K), kursun (10 mg/l Pb?") ve kursun + askorbik asit (10 mg/l Pb?" + 10 mg/l AA)
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ortamlarinda c¢alisilmig, 14. giin ve 28. glinde alinan balik 6rneklerinin dokulari
(solungag, karaciger, bagirsak, gonad ve kas) kursun birikim diizeylerinin tespit edilmesi
icin analiz yapilmistir. Kontrol grubunda bulunan baliklarin ¢alisilan tiim dokularinda
kursun 6l¢iilebilir limitlerin altinda kaldigindan tespit edilememistir. (Pb) ve (Pb + AA)
grubundaki baliklarin ¢aligilan dokularinda farkli degerlerdeki kursun diizeyleri Cizelge

4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 kursun (10 mg/l Pb?*) ve kursun + askorbik asit (10 mg/l Pb?* + 10 mg/I
AA) gruplarindaki baliklarin dokularinda Pb birikim diizeyleri (pg g /y.a.)*

Gruplar

10 mg/l Pb?* 10 mg/l Pb?* + 10 mg/l AA

Dokular 14. giin 28. giin 14. giin 28. giin

Solungag 7,408 + 0,634 13,367 + 1,934 3,937 +0,534¢ 5,934 + 1,26%¢
Karaciger 2,025 + 0,458 5,0811 + 0,998° 1,43 +£0,45¢ 2,344 + 0,5982
Bagirsak 49,136 +£5,54% 274,679 £43,21°® 33,384 +3,59° 46,017 + 6,22
Gonad 0,343 + 0,052 1,952 +0,15%°  0,0451 £+ 0,04°¢ 0,357 £ 0,072
Kas 0,248 + 0,14P2 1,173 £ 0,565 0,188 + 0,14F¢ 0,418 +0,26"¢

*Cizelgede yer alan Ustel biiyiik harfler dokular arasindaki (ayni siitunda yer alan satirlar arasinda),
kiiciik harfler ise gruplar arasindaki (aymi satirda yer alan siitunlar arasinda) karsilagsmay1 gostermekte
olup, farkli harfler istatistiksel agidan farkliligin 6nemli oldugunu ifade etmektedir (P<0,05).

Solungaglar baligin i¢inde bulundugu su ortami ile dogrudan temas halinde
bulunmasi, solunum, bosaltim ve iyon dengesinin saglanmasi1 gorevlerini istlenmis
olmasi sebebiyle onemli bir organdir. Solungaglar baligin ¢evresi ile dogrudan
baglantisin1 saglayan bir diger yap1 olan deriye oranla 10-60 kat daha genis bir ylizey
alanna sahiptir. Bu yiizden gaz ve iyon degisimine ek olarak ortamda bulunan
toksikantlarla etkilesimi basta deri olmak {izere diger organ ve dokulara kiyasla oldukca
yiiksek bir oranda gergeklesmektedir (Flik ve Verbost, 1993). Yapilan ¢alismalar su
ortaminda kursun bulunmasi durumunda, kursun aliminin ve biriktirilmesinin énemli bir
oranda solungaglar iizerinden gergeklestirdigini gostermektedir (Tao ve ark., 1999;
MacDonald ve ark., 2002; Dai ve ark., 2009).

Calismamizda solungagta biriken kursun miktar1 zamana bagli olarak artis

gdstermis; 10 mg/l Pb?"’ye maruz birakilan gruplarda 14. giinde tespit edilen birikim
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diizeyi (7,408 + 0,63 pg g1 /y. a.) olup 28. giinde (13,367 + 1,93 pg g /y. a.) yaklasik
1,8 kat artmigtir. Kursunun ilk 14 giindeki birikim hiz1 ikinci 14 giinliik periyotta yaklasik
%20 azalmustir. 10 mg/l Pb?>*+10 mg/l AA’ya maruz birakilan gruplarda ilk 14 giinde
biriken kursun miktarinmn (3,937 £ 0,53 ug gt/ y. a.) 28. giinde (5,934 = 1,26 ug gt/ y.
a.) yaklasik 1,5 kat artti81 tespit edilmistir. Bu gruplardaki birikim hizlar1 kiyaslandiginda
ilk 14 giindeki birikim hizinin ikinci 14 gilinlik periyotta yaklasik %50 azaldigi
belirlenmistir. Yalnizca kursun igeren ortamlarda 14 giin boyunca tutulan baliklarin
solungaclarindaki kursun birikiminin, kursun ve askorbik asit i¢ceren ortamlarda 14 giin
tutulan baliklara oranla 1,8 kat ve yalnizca kursun igeren ortamlarda 28 giin boyunca
tutulan baliklarin solungaglarindaki kursun birikiminin kursun ve askorbik asit i¢eren

ortamlarda 28 giin tutulan baliklara oranla 2,2 kat fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1).

B10mglPb @E10mg/lPb+10mg/lAA

14,00 13,37

(ug/g ya. )

Ortalama Pb Konsantrasyonu

28. glin

Ginler

Sekil 4.1 Tilapia solunga¢ dokularinda Pb birikim diizeylerinin zamana gore degisimi

Balik dokularinda kursun birikimini konu alan ¢ok sayida calisma solungaclarda
kursun birikiminin zamana bagli olarak artis gosterdigi rapor edilmistir (Ay ve ark., 1999;
Kalay ve Canli, 2000; Cogun, 2008; Dai ve ark., 2008; Ahmed ve Bibi, 2010; Sahin,
2011; Kaya, 2012). Arastirmada hem kursun igeren ortamlarda hem de kursun ve askorbik
asit igeren ortamlardaki birikim degerleri ve zaman iliskisinin 6nceki c¢alismalarla
paralellik gdsterdigi tespit edilmistir.

Brezonik ve ark. (1991), akuatik organizmalarda, metalin doku yiizeyine ilk
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tutundugu anda hizlica absorbe edilmesinin ardindan, metallerin epitel dokudaki
tasiniminin, bazi sinirlayici faktorler tarafindan yavaslatildigini bildirmislerdir. Bazi
arastirmacilar, solungagta metal birikimi zamana bagl olarak artmaya devam ederken,
birikim hizinin azalma egiliminde olmasinin sebebinin solungagta biriken metalin kan
dolagimi ile diger organlara tasinma oraninin artig1 ve mukus salgisinin artmasiyla metal
aliminin engellenmesi olabilecegini ileri siirmiislerdir (Varanasi ve Markey, 1978; Pért
ve Lock, 1983).

Yapilan bazi ¢alismalarla, yeme karistirilan askorbik asidin O. mykiss’in solungag
dokusunda kursun (Hodson ve ark.,1980) ve bakir (Lanno ve ark., 1985) birikimine
etkisinin olmadig rapor edilmistir. Ancak bu alanda yapilan bazi ¢alismalar ise askorbik
asidin EDTA kadar etkili selatlama 6zelligi olan bir antioksidan oldugunu, kursunla
antagonistik bir etkilesimi oldugunu, kursunun toksik etkilerini azalttigin1 ve kursun
alimini inhibe ettigini gostermektedir (Flora ve Tandon 1986; Dhawan ve ark., 1988;
Eisler, 1988; Fischer ve ark., 1988; Goyer ve ark., 1995; Kalia ve Flora, 2005). Arastirma
bulgularimiz askorbik asidin kursun birikimini azalttigimi bildiren bu ¢aligmalarin
bulgulart ile paralellik géstermektedir.

Solunga¢ dokuda biriken kursun miktar1 zamanla artmaya devam ederken, bu
birikim hizinin zamanla azalma egilimi gosterdigi, kursun ortamina askorbik asidin
ilavesiyle baliklarin solungaglarinda kursun birikim miktarinin sadece kursun igeren
ortamlara kiyasla odnemli Sl¢iide daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Calismamizdaki
bulgular; ortamda askorbik asidin varligr ile solungagta kursun aliminin azaldigini ve
birikim hizinin yavagladigin1 gostermektedir.

Birgok hayati biyokimyasal islevi (sindirim, depolama, bagisiklik vb. ) yerine
getiren karacigerin Onemli gorevlerinden biri de detoksifikasyon mekanizmasin
diizenlemesidir (Roesijadi ve Robinson, 1994; Brusle ve Anadon, 1996; Ali ve ark.,
2003). Karaciger agir metallerin hedef organlarinin basinda gelmektedir (Kargin ve
Cogun, 1999; Hollis ve ark., 2001). Biriktirmis oldugu agir metalleri, sentezledigi
metallothionein gibi metal-baglayici proteinlerle baglayarak metallo-protein kompleksi
formunda viicuttan atilimini saglamaktadir (Heath, 1995; Canli ve ark., 1997; Ay ve ark.,
1999). Bir¢ok metalin viicutta en ¢ok birikim gosterdigi organ olan karaciger, kursun
birikim ¢alismalarinda kas dokudan sonra en az kursun birikimi gdsteren organ olarak

rapor edilmistir (Cogun, 2008; Sahin, 2011; Kaya, 2012). Bunun sebebinin diger
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metallerin aksine, kursunun karacigerde metallothionein sentezlenmesini saglayan
mekanizmayr uyarmamasindan ve kursunun metallothionein’e baglanmamasindan
kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir (Reichert ve ark., 1979; Roesijadi ve Robinson
1994; Linde ve ark., 1999).

Bu ¢alismada, ilk 14 giinde karacigerde birikim gosteren kursun miktari (2,025 +
0,45 ug gt/ y.a.), ikinci 14 giinliik periyotta zamana bagh olarak yaklasik 2,5 kat artis
gosterirken (28. Giin: 5,0811 + 0,99 pg gt / y.a. ) birikim hiz1 yaklasik % 50 oraninda
artmistir. Kursun ve askorbik asidin bulundugu ortamlardaki baliklarin karacigerinde ilk
14 giinde gerceklesen kursun birikim diizeyi (1,43 £ 0,4 pg g /y.a. ) 28. giinde (2,344 +
0,59 pg gt/ y.a. ) yaklasik 1,6 kat artis gostermistir. Birikim hiz1 ise yaklasik % 40
oraninda azalmistir. Yalnizca kursun iceren ve kursuna ilave olarak askorbik asit iceren
ortamlarda tutulan baliklardaki birikim diizeyleri karsilastirildiginda; yalnizca kursun
iceren ortamlarda karacigerde gergeklesen birikimin kursun ve askorbik asit i¢eren
ortamlara gore ilk 14 giinde yaklasik 1,4 kat, ikinci 14 giinde yaklasik 2,17 kat fazla
gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Tilapia karaciger dokularinda Pb birikim diizeylerinin zamana gore degisimi

Onceki calismalarda karacigerde biriken kursun diizeyinin maruz kalma siiresine
bagli olarak artig gosterdigi bildirilmistir (Ay ve ark., 1999; Kalay ve Canli, 2000; Cogun,
2008; Dai ve ark., 2008; Ahmed ve Bibi, 2010; Sahin, 2011; Kaya, 2012). Onceki

caligmalara ait birikim diizeyi ve zaman iliskisi bulgular1 ¢calismamizda, hem kursun hem
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de kursun ve askorbik asit iceren ortamlarda bulunan baliklarin karacigerindeki kursun
birikim diizeylerinde gézlemlemis oldugumuz artig bulgularimizi desteklemektedir.

Yapilan ¢alismalar solungag doku ile karacigerde meydana gelen metal birikiminin
bir biri ile iliskili oldugunu gostermektedir: Solunga¢ dokuda metal birikim hizi1 zamanla
azalirken, karacigerde artis gdstermesi cesitli arastiricilar tarafindan solunga¢ dokuda
biriken metalin dolasim sistemine gecerek karacigerdeki birikimi hizlandirmasi ile
aciklanmistir (Varanasi ve Markey, 1978; Part ve Lock, 1983). Kalay ve Canli (2000),
yaptiklar1 eliminasyon ¢alismasinda bir siire kursuna maruz biraktiklar: baliklar1 kursun
icermeyen ortamlara naklettikten bir siire sonra solunga¢ dokuda kursun miktarinda
azalma gozlemlediklerini, karacigerde ise aksine birikimin arttigini rapor etmislerdir.
Calismamizda yalnizca kursun iceren ortamlarda tutulan baliklarin solunga¢ dokusundaki
kursun birikim hizi, ikinci 14 giinliik periyotta azalma egiliminde iken ayni periyotta
karacigerde artma egiliminde olmasi, aragtirma bulgularimizin onceki caligsmalarla
paralellik gosterdigini isaret etmektedir.

Askorbik asidin, kursunun ve diger metallerin karacigerde gosterdigi birikimin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan genotoksik (Jiraungkoorskul ve ark., 2008), biyokimyasal ve
histopatolojik (Wang ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2014) hasarlar1 6nemli 6l¢iide azalttig1
rapor edilmistir. Ayrica askorbik asit, selatlama ozelligi gosterdiginden metalleri
baglayabildigi bildirilmistir (Flora ve Tandon 1986; Eisler, 1988; Kalia ve Flora, 2005).
Kumar ve ark. (2009), Clarias batrachus Linnaeus, 1758 un bulundugu kadmiyum igeren
ortamlara askorbik asidin ilave edilmesi durumunda, askorbik asit iceren ortamlarda,
karacigerdeki kadmiyum birikiminin yalnizca kadmiyum igeren ortamlara gore onemli
Olclide daha az gergeklestigini rapor etmislerdir. Calismamizda yalnizca kursun iceren
ortamlardaki baliklarin karacigerinde ikinci 14 giinliik periyotta birikim hizi artis
gosterirken, ayni periyotta kursun ve askorbik iceren ortamlarda bulunan baliklarin
karacigerinde kursun birikim hizinin azalma gostermesinin muhtemel sebebinin askorbik
asidin yukarida bahsedilen 6zelliklerinden kaynaklandigi, askorbik asidin karacigerde
koruyucu etki yapmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Askorbik asidin karacigerde kursun
birikim miktarin1 ve hizin1 etkiledigine isaret eden arastirma bulgularimiz onceki
caligmalarla benzerlik gostermektedir.

Bu ¢alismada, tiim ortamlardaki baliklarin karaciger dokusunda kursun birikiminin

zamana bagli olarak artis gosterdigi, yalnizca kursun igeren ortamlardaki birikim

33



diizeyinin kursun ve askorbik asit iceren ortamlardaki birikim diizeyine gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ayrica arastirma bulgularimiz yalnizca kursun igeren ortamlarda
bulunan baliklarin karacigerindeki kursun birikim hizinin ikinci 14 giinliik periyotta artis
gosterdigini, kursun ve askorbik asit i¢eren ortamlardaki baliklarin karacigerindeki
birikim hizinin ayni siirede daha az oldugunu gostermekte dolayisiyla askorbik asidin
kursun birikimini engelleyen bir ortam olusturdugu goriisiinii kuvvetlendirmektedir.

Temel olarak sindirimle gérevli olan bagirsak ayn1 zamanda belirli hormonlarin
salgilanmasi, sivi emilimi ve detoksifikasyon gibi Onemli fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde rol oynar (Mumford ve ark., 2007; Allen, 1994). Bagirsakta sindirime
ugramis olan besinlerin; kan damarlarina iletilmesi ve sivilarin emilimi sirasinda
besinlerde bulunan agir metallerin dolagim sistemine girerek baligin dokularinda birikime
sebep oldugu bildirilmistir (Eisler, 1988). Agir metallerin viicuda besinler yoluyla degil
de su ortamindan solungagclar ve deri vasitasiyla alinmasi durumunda da metal birikiminin
bagirsakta gergeklestigi bilinmektedir (Ay ve ark., 1999; Mohamed, 2008, Dai ve ark.,
2009; Kaya, 2012).

Calismamizda bagirsak dokuda gergeklesen kursun birikimi tiim ortamlarda
zamana bagli olarak artmis; kursuna maruz birakilan baliklarin bagirsaklarinda 14. giiniin
sonunda tespit edilen kursun diizeyi (49,136 + 5,54 pg g / y.a.) 28.giiniin sonunda
(274,679 + 43,21 ug g /y.a.) 5,6 kat artarken, kursun ve askorbik asit igeren ortamlardaki
baliklarda 14. giiniin sonunda belirlenen kursun diizeyi (33,384 + 3,59 pg g/ y.a.)
28.giiniin sonunda (46,017 + 6,22 ug g* / y.a.) 1,4 kat artis gdstermistir. {lk ve ikinci 14
giinliik periyotlar arasindaki birikim hizlan kiyaslandiginda yalnizca kursun igeren
ortamlardaki baliklarin bagirsak dokusunda birikim hiz1 yaklasik %450 artarken, kursun
ve askorbik asit iceren ortamdaki birikim hiz1 % 65 azalmistir. Ik 14 giinliik periyodun
sonunda yalnizca kursun igeren ortamlardaki baliklarin bagirsak dokusunda gerceklesen
birikim diizeyi, kursun ve askorbik asit igeren ortamlardaki baliklarinkinin yaklasik
olarak 1,5 kat1 olarak gerceklesmistir. Ikinci 14 giinliik periyottaki birikim diizeyleri
kiyaslandiginda ise yalnizca kursuna maruz birakilan baliklarda gergeklesen birikim
diizeyi, kursun ve askorbik aside maruz birakilan baliklardaki birikimin 5,9 kati olarak

tespit edilmistir (Sekil 4,3).
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Sekil 4.3 Tilapia bagirsak dokularinda Pb birikim diizeylerinin zamana gore degisimi

Onceki calismalar bagirsakta gergeklesen kursun birikiminin zamana bagl olarak
artig gosterdigini ve diger dokularla kiyaslandiginda en yiiksek birikimin bu dokuda
meydana geldigini bildirmektedir (Dai ve ark., 2009; Ahmed ve Bibi, 2010; Kaya 2012).
Bazi arastiricilar metallerin bagirsakta ki birikim diizeyinin ¢ok yiiksek olmasinin
sebebini, bagirsagin metallothionein gibi metal baglayict proteinlerin sentezlenmesi ve
detoksifikasyonla gorevli organlardan biri olmasiyla agiklamislardir (Kaya, 2012). Bu
calismamizin birikim diizeyi ve zaman iligkisi bulgular1 6nceki ¢aligmalarin bulgulari ile
benzerlik gostermektedir.

Yalnizca kursuna maruz birakilan baliklarin bagirsak dokusunda birikim goésteren
kursun birikim hizinin, ikinci 14 giinliik periyotta katlanarak artis géstermesi, yukarida
bahsedilen solungag ve karaciger arasindaki iligkinin bir benzerinin solungag ve bagirsak
arasinda da oldugunu diisiindiirmektedir. Ilk 14 giinde solungaglarda birikim gdsteren
kursunun, dolagim sistemi ile genis bir damar agina sahip olan ve metal baglayici
proteinlerin sentezlendigi yerlerden biri olan bagirsaga kan yoluyla tasinmis olmasi
muhtemel goriilmektedir.

Askorbik asit varliginda kandaki ve bagirsaklarda ki kursun birikiminin yaklagik
olarak yar1 yariya azaldigi ve toksik etkilerinin zayifladigi bildirilmistir (Levander, 1979;
De Michelle, 1984; Forbes ve Sanderson, 1978; Hodson ve ark., 1980; Suzuki ve Yoshida
1979;Simon ve Hudes, 1999 ; Eisler, 1988). Arastirma bulgularimiz da kursuna ilave
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olarak askorbik asit iceren ortamlarda tutulan baliklarin bagirsak dokusunda birikim
gosteren kursun miktarinin yalnizca kursun iceren ortamlardaki baliklara gore ilk 14
giinliik periyotta yaklagsik 1,5 kat, ikinci 14 giinliik periyotta ise yaklasik 5,9 kat daha
diisiik oldugunu gostermektedir. Ayrica 28 giiniin sonunda, yalnizca kursuna maruz
birakilan baliklarin bagirsak dokusunda, kursun birikim hiz1 artis gosterirken, ayni siirede
kursun ve askorbik aside maruz birakilan baliklarin bagirsak dokularinda kursun birikim
hizinin azalma gostermesinin, askorbik asidin koruyucu etki yapmis olmasindan ve hem
solungac hem de bagirsaktaki absorbsiyonu azaltmis olmasindan kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Dolayisiyla onceki calismalarin sonuglart aragtirma bulgularimizi
desteklemektedir.

Calismamizda kursun ve kursuna ilave olarak askorbik asit iceren ortamlarda
bulunan baliklarin gonadlarinda kursun birikimi zamana bagl olarak artis gostermis;
yalnizca kursuna maruz birakilan baliklarin gonad dokusunda 14 giinde kursun birikim
miktar1 (0,343 + 0,05 pg g1/ y.a.) 28. giinde (1,952 + 0,15 pg g / y.a.) yaklasik 5,7 kat
artarken, birikim hiz1 yaklasik olarak %350 oraninda yiikselmistir. Kursun ve askorbik
asit iceren ortamlarda bulunan baliklarin gonad dokusunda ise ilk 14 giinde biriken kursun
diizeyi (0,0451 £ 0,04 pg g/ y.a.) 28. giinde (0,357 0,07 pg g / y.a.) yaklasik 7,9 kat
artarken, birikim hiz1 yaklasik %690 oraninda artis géstermistir. Yalniz kursuna maruz
birakilan baliklara ait gonadlardaki kursun birikiminin kursun ve askorbik asit igeren
ortamlardakilere gore 14. giinlin sonunda 7,6 kat ve 28.gilinlin sonunda 5,4 kat yiiksek

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Tilapia gonad dokularinda Pb birikim diizeylerinin zamana gére degisimi

Arastirma bulgularimiz gonadlarda kursun birikiminin zamana bagli olarak
arttigini; yalniz kursun igeren ortamlardaki baliklarin gonadlarinda biriken kursun
miktarmin, kursun ve askorbik asit igeren ortamlardaki baliklarin gonadlarindaki birikim
diizeyine gore daha yiiksek oldugunu, ancak askorbik asit ilaveli ortamlarda birikim
hizinin zamanla daha hizli olarak artmaya devam ettigini gdstermektedir. Adeyemo
(2008), kursuna maruz birakilan C. gariepinus "un gonadlarinda ilk 4 haftada patolojik
bir degisime rastlamadigini rapor etmistir. Allen (1994), gonadlarin ge¢ gelisim
gostermesi durumunda birikimin normalden diisiik tahmin edilebilecegini, ortaya ¢ikan
bireysel farkliliklarin gonadlardaki birikim diizeylerini glivenilmez kilacagini
bildirmistir. Arastirma bulgularimiz her ne kadar askorbik asidin gonadlarda koruyucu
etki yapmus olabilecegine isaret ediyor olsa da, diseksiyon esnasinda gonadlarin gelisim
asamalarinin bireylere gore farklilik gosterdigi tespit edildiginden; gruplar arasi birikim
farkliliginin, askorbik asit kaynakli m1 oldugu yoksa kursun ve askorbik aside maruz
birakilan baliklarin gonadlar ge¢ gelistigi i¢in mi olustugundan emin olunamayacagi igin
gonadlarm bu ¢alisma i¢in bir gosterge olamayacagi disiintilmektedir. Calisma
bulgularimiz 6nceki ¢aligsmalarla benzerlik gostermektedir.

Onceki ¢alismalar kas dokunun metal biriktirmede aktif bir doku olmadigini, diger
organlara gore en az metal birikiminin bu dokuda gergeklestigini bildirmektedir (Atli ve

Canli, 2007; Cogun, 2008; Yilmaz ve ark., 2010; Sahin, 2011).
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Diger dokularla benzer sekilde kas dokuda biriken kursun miktari zamana baglh
olarak artis gostermistir: Yalniz kursun iceren ortamlardaki baliklarin kaslarinda 14.
giinde biriken kursun diizeyi (0,248 + 0,14 pug g*/y.a.), 28. giinde (1,173 £ 0,56 pug g™
/ y.a.) 4,7 kat artarken, birikim hiz1 yaklasik % 370 yiikselmistir. Kursun ve askorbik
aside maruz birakilan baliklarin kas dokularinda ise ilk 14 giinliik periyotta biriken kursun
diizeyi (0,188 + 0,14 pg g / y.a.) 28. giinde (0,418 + 0,26 ug g / y.a.) 2,2 kat arts
gosterirken, birikim yaklasik olarak % 120 oraninda hizlanmistir. Yalniz kursun igeren
ortamlarda bulunan baliklarin kas dokusundaki birikim diizeyi, kursun ve askorbik asit
iceren ortamlardakilere gore ilk 14 giinliik periyotta yaklagik 1,3 kat, ikinci 14 giinliik
periyotta yaklasik 2,8 kat yiiksek olarak gerceklesmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Tilapia kas dokularinda Pb birikim diizeylerinin zamana gore degisimi

Kas dokuda kursun birikimini inceleyen birgok aragtirici, birikimin zamana bagh
olarak artis gosterdigini bildirmistir (Blevins ve Pancorbo, 1986; Cogun, 2008; Sahin,
2011; Kaya, 2012). Onceki c¢alismalar, su ortaminda bulunan metallerin viicuda
solungaclar ve deri yoluyla alindigini, bu dokulardan zamanla kana gecerek dolasim
sistemine girdigini ve diger doku ve organlara kan yoluyla tasindigin1 gostermektedir
(Varanasi ve Markey, 1978; Part ve Lock, 1983). Birikim ve eliminasyon ¢alismalarinda
kas dokunun diger dokulara gore metalleri hem daha az hem de daha yavasg biriktirmesinin
yani sira, eliminasyonunun da diger dokulara oranla daha yavas ve diisiik oranlarda
gerceklestigi rapor edilmistir (Cousins, 1985; Larsson ve ark., 1985; de Conto Cinier ve
ark., 1999; Kalay ve Canli, 2000). Dokulardaki birikim oranlarin1 belirleyen etmenin
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dokunun kanlanma oran1 (hematopoetik organ olup olmamasi) ve metal baglayici protein
sentezleyip sentezlememesi oldugu, kas dokudaki kursun birikiminin diger dokulara gore
cok daha az gergeklesmis olmasinin sebebinin ise, kas dokunun diger dokulara oranla
kanlanmasinin daha az olmasi ve metal baglayici proteinlerin sentezlendigi dokulardan
biri olmamas1 olabilecegi diisliniilmektedir. Arastirma bulgularimiz, hem yalnizca
kursuna maruz birakilan hem de kursun ve askorbik aside maruz birakilan baliklarin kas
dokularinda kursunun zamana bagli olarak artis gdstermesi ve diger organlara gore daha
az birikmesi yoniinden onceki caligmalarla paralellik gostermektedir.

Heat (1995), esansiyel olmayan metallerin dokulardaki birikiminin, esansiyel
metallere gore daha yiiksek diizeyde gerceklestigini bildirmistir. Birgok aragtiric
esansiyel olmayan metallerin dokularda daha yiiksek oranda birikim gdstermesini, baligin
bu metallerin seviyesini metabolik olarak ayarlayamamasmin bir sonucu olarak
aciklamiglardir (Larsson ve ark., 1985; Langston, 1990; Bryan ve Langston, 1992; Heat,
1995). Agir metallerin farkli dokulardaki birikim oranlarmin farklilik gdstermesi, her
doku i¢in metal metabolizmasinin spesifik bir rol gelistirmis olmasi (de Conto Cinier ve
ark., 1999) ve dokularin fizyolojik islevlerinin farkli olmasindan kaynaklandigi rapor
edilmistir (Stripp ve ark., 1990; Kargin ve Erdem, 1992; Anderson ve ark., 1997). Cogun
(2008), yaptigi bir ¢alisma sonucunda O. niloticus ve C. carpio’da bakir birikim
siralamasi karaciger > solungag > kas iken, kursun birikiminin solungag > karaciger > kas
olarak gerceklestigini bildirmistir. Kaya (2012), O. mosambicus’un dokularindaki kursun
birikiminin bagirsak > solunga¢ > karaciger > kas siralamasina gore gergeklestigini tespit
etmistir.

Askorbik asitin koruyucu etkilerini ortaya koymak icin yapilan ¢ok sayida
caligmada, askorbik asit baliklara genellikle beslenme yoluyla uygulanmis (Eisler, 1988;
Wang ve ark., 2007; Dai ve ark., 2009; Mirmazloomi ve ark., 2015), ancak baligin
bulundugu su ortamina askorbik asit eklenerek az sayida ¢alisma gergeklestirilmistir
(Parihar ve Dubey, 1995; Kumar ve ark., 2009,2014). Askorbik asitin besin yoluyla
viicuda alim mekanizmasi bilinmesine ragmen (Dabrowski, 2000), su ortamindan
solungaclar ve deri yolu ile viicuda alinip alinmadigini net bir sekilde bildiren bir
literatiire rastlanmamaistir. Ancak yapilan bazi calismalarda analiz edilen solunga¢ dokuda
askorbik asitin bulundugu, baligin toksikanta maruz kalmasi durumunda dokudaki

askorbik asit rezervinin azaldig: bildirilmis, askorbik asitin ortamda bulunmasinin toksik
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maddelerin etkilerini azalttig1 rapor edilmistir (Parihar ve Dubey, 1995; Abdel-Tawwap
ve ark., 2004; Kalia ve Flora, 2005). Ayrica baliklarda da memelilerdeki alim yoluna
benzer sekilde askorbik asitin (beslenme yoluyla alinan) epitel hiicrelerin mebranlarindan
absorbe edilerek alindigr bildirilmistir (Maffia ve ark., 2000). Bu bilgiler 1s18inda su
ortamina eklenen askorbik asitin solunga¢ ve/veya deri epiteli yoluyla viicuda aliminin
ihtimal dahilinde oldugu sdylenebilir.

Yapilan caligmalar ortamdaki askorbik asit varligmmin kursun alimini azalttigin
gostermektedir (Eisler, 1988; Fischer ve ark., 1988; Goyer ve ark., 1995; Kalia ve Flora,
2005). Arastirma bulgularimizin kursuna ilave olarak askorbik asit iceren ortamlarda
bulunan baliklarin kaslarindaki kursun miktarinin hem 14.giinde hem de 28. giinde
yalnizca kursun igeren ortamlardaki baliklara gére dnemli oranda daha diisiik oldugunu
gostermesi, askorbik asidin koruyucu etki yaptigina isaret etmekte ve 6nceki ¢aligmalarla

benzerlik gostermektedir.

4.2. Histopatolojik incelemeler

Yapilan bu arastirmada 10 mg/I Pb?"’ye 14 giin (A grubu), 28 giin (B grubu), 10
mg/l Pb** + 10 mg/l AA ‘ya 14 giin (C grubu) ve 28 giin (D grubu) maruz birakilan
baliklarin solungag, karaciger, bagirsak, kas ve gonad dokular1 histopatolojik yonden
incelenmistir. Kas doku ve gonadlar hari¢ diger dokularda patolojik degisimler meydana
geldigi gozlemlenmis, meydana gelen degisimlere ait kalitatif degerlendirmeler Cizelge

4.4 te verilmistir.
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Cizelge 4.4 Dokularda meydana gelen histopatolojik degisimlere ait kalitatif
degerlendirme cizelgesi*

Gruplar
A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu
Doku Histopatolojik Degisim 10 mg/l Pb?* 10 mg/l Pb2* 10 mg/l Pb?* 10 mg/IPb?*
10 mg/l AA 10 mg/l AA
( 14 giin) (28 giin) (14 giin ) (28 giin)

Solungac¢

Epitel Ayrilma - +++ - +

Hiperplazi ++ +++ + ++

Anevrizma ++ ++ ++ ++

Lamellar Fiizyon ++ +++ - -

Odem ++ F++ + +
Karaciger

Bozuk Sekilli Niikleuslar ++ +++ + -

Vakuolar Dejenerasyon + +++ - -

Piknotik Niikleus + ++ - -

Karyorektik Niikleus +++ +++ - -

Nekroz ++ +++ + +
Bagirsak  EGC Sayisinda Artis +++ +++ + +
Gonad Histopatolojik Bulgu Yok - - - -
Kas Histopatolojik Bulgu Yok - - - -

* -, yok; +, diisiik; ++, yogun; +++, ¢ok yogun

Kontrol grubunda bulunan baliklarin solunga¢ dokulart incelendiginde saglikli ve

normal goriiniimde olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Kontrol grubu solungag¢ histolojisi (longitudunal kesit)
(orijinal): (a) primer lamel; (b) sekonder lamel; (c) eritrosit; (d) klorid
hiicresi; () pilaster hiicresi; (f) epitel hiicresinin niikleusu

Incelenen histolojik kesitlerde, A ve C gruplarinda (Cizelge 4.4) bulunan baliklarmn
solungaglarinda 14. giline kadar epitel ayrilmanin gozlemlenmedigi, 14.giinde solungag
dokuda 6demlerin olustugu, daha sonra 6demli bolgelerde epitel ayrilmanin meydana
geldigi belirlenmistir. Bu nedenle epitel ayrilmanin 6dem olusumunu takiben ortaya
ciktig1 diisiiniilebilir. 28 giin Pb?* ortaminda bulunan baliklar (B grubu) ile ayni siirede
Pb?* + AA ortaminda bulunan baliklarmn (D grubu) solungac dokulari karsilastirildiginda,
askorbik asit igermeyen ortamlardaki baliklarin dokularinda epitel ayrilmanin ¢cok daha
yogun oldugu, askorbik asitli ortamda ise epitel ayrilmanin daha az gozlemlendigi,
dolayisiyla askorbik asidin epitel ayrilmaya karsi koruyucu etki yaptigi diistiniilebilir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 10 mg/l Pb?*’ye 28 giin boyunca maruz birakilan
baliklarin (B grubu) solungag¢ dokusunda belirlenen yogun
epitel ayrilma (orijinal)

Bu c¢aligmada gozlemlenen epitel ayrilma bulgularina benzer sekilde; 96 saat
boyunca 24 ve 71 mg/l kursun konsantrasyonlarina ve 20 ve 40 mg/l hexavalent kroma
maruz birakilan P. lineatus ve C. punctata’nin solunga¢ dokularinda 4. giinde epitel
ayrilma gozlemlendigi bildirilmistir (Martinez ve ark., 2004; Mishra ve Mohanty, 2008).
Belirtilen bu iki ¢alismada da epitel ayrilma daha erken gergeklesirken, kursuna maruz
biraktigimiz tilapialarda 14.giinde gergeklesmistir. Epitel ayrilma stiresindeki bu farkin
uygulanan metal derisimlerinin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Histopatolojik incelemelerde 10 mg/l Pb?* igeren ortamlarda ki baliklarin
solungaglarinda 14. giinde (A grubunda) yogun hiperplazi gézlemlenmistir (Sekil 4.8 A).
28 giin ayni derisime maruz kalan baliklarda da (B grubunda) ¢ok yogun hiperplaziye
rastlanmasi sebebiyle, kursuna maruz kalma siiresi arttikga hiperplazi yogunlugunun
stireye paralel olarak artis gosterdigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.8 B). En diisiik
yogunlukta hiperplaziye 10 mg/l Pb?* ve AA iceren ortamlardaki baliklarda (C grubunda)
rastlanmistir (Sekil 4.8 C). A grubu ile C grubu kiyaslandiginda aralarindaki hiperplazi
yogunlugu farkinin ortamda bulunan askorbik asitten kaynaklandigi, bu durumda
askorbik asidin koruyucu etki yapmis olabilecegi diisiiniilmektedir. 10 mg/l Pb?* ve AA
iceren ortamlardaki baliklarda (D grubunda) goriilen hiperplazi yogunlugu (Sekil 4.8 D)
A ve B gruplarina gore daha az, C grubuna gore biraz daha fazladir. Bu durum, kursun
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toksisitesinin soz konusu oldugu ortamlarda askorbik asidinde bulunmasi halinde

hiperplazi olusumunu yavaglattigini isaret etmektedir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 Solungag¢ doku hiperplazi olusumu (orijinal); (A) 10
mg/l Pb?*’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/I
Pb?**ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu), (C) 10 mg/l Pb*
ve 10 mg/l AA’ya 14 giin maruz kalan grup (C grubu), (D) 10
mg/l Pb?" ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D

Kursun toksisitesinin bir sonucu olarak farkli balik tiirlerinde hiperplaziye
rastlandig1 bildirilmis olup (Abd El-Gawad, 1999; Martinez ve ark., 2004; Palaniappan
ve ark., 2008; Mobarak ve Sharaf, 2011), bu durum solungaglarda gézlemledigimiz
hiperplazi bulgularimizla paralellik gostermektedir. Cruz ve ark. (1988), lamellar fiizyon
ile sonuglanan hiperplazinin bazi filamentlerde solunum yiizey alanin1 6nemli Gl¢iide
azalttigin1 rapor etmislerdir. Histolojik kesitlerimize ait Sekil 4.8’deki goriintiiler
incelendiginde bulgularimiz 6nceki ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.

Histopatolojik incelemelerimizde kontrol grubu haricindeki tiim gruplarda yogun
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olarak anevrizmalar ve solungag lamellerinde kivrilmalara rastlanmis (Sekil 4.9), ancak

cok siddetli seyretmedigi gozlemlenmistir.

Sekil 4.9 Solunga¢ dokuda meydana gelen anevrizmalar (orijinal); (A) 10
mg/l Pb?"’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/l Pb?* ve 10
mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D grubu)

Calismamizda tiim gruplarda rastladigimiz anevrizma, agir metal toksisitesi
calismalarinda solungaglarda siklikla karsilasilan bir patolojik degisimdir (Karlsson-
Norrgren ve ark., 1986; Randi ve ark., 1996; Arellano ve ark., 1999; Visoottiviseth ve
ark., 1999; Van Heerden ve ark., 2004). Figueiredo-fernandes ve ark. (2007) 21 giin
boyunca bakira maruz biraktiklari O. niloticus’un solungag¢ lamellerinde anevrizmaya
rastladiklarini bildirmislerdir. Benzer bulgular Lates calcarifer Bloch, 1790’i kadmiyuma
maruz birakan Tophon ve ark. (2003) ve O. niloticus’un kadmiyum toleransini inceleyen
Garcia-Santos ve ark. (2006) tarafindan da gézlemlenmistir. Garcia-Santos ve ark. (2006)
anevrizmanin olusmasinda pillar hiicre sisteminin ¢okmesine sebep olan etmenin lamellar
eksende meydana gelen vazodilatasyon olabilecegini ileri siirmiislerdir. Kursun
toksisitesinin histopatolojik etkilerinin belirlenmesine yonelik onceki ¢alismalarda tespit
edilen anevrizmalar ile arastirmamizda belirlenen sonuglar benzerlik gostermektedir
(Martinez ve ark., 2004; Olojo ve ark., 2005).

Histopatolojik  incelemelerimizde  belirledigimiz  hiperplazinin  gériilme
yogunluguna paralellik gosterir bigimde; A grubunda yogun olarak, B grubunda ise ¢cok

yogun olarak lamellar flizyona rastlanmistir (Sekil 4.10). Kursuna maruz kalma stiresi
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arttikca lamellar fiizyonun siddeti de artis gostermistir. Hiperplazinin diisiik siklik ve
siddette gorildiigi C ve D gruplarinda lamellar fiizyon olusmadigi gozlemlenmistir.
Ortamda bulunan askorbik asidin C ve D gruplarinda hiperplazinin siddetli seyretmesini

onledigi bu yiizden lamellar fiizyonun olusmadig: olarak degerlendirilebilir.

Sekil 4.10 Solunga¢ dokuda gézlemlenen lamellar fiizyon
(orijinal); (A) 10 mg/l Pb?*’ye 14 giin maruz kalan grup
(A grubu), (B) 10 mg/l Pb?*’ye 28 giin maruz kalan grup
(B grubu)

Alazemi ve ark. (1996) krom metalinin Gnathonemus petersii Giinther, 1862 nin
solunga¢ dokusunda hiperplaziye sebep oldugunu ve sekonder lameller arasinda birkag
hiicrenin koprii olusturarak lamellar fiizyonu baglattigini gozlemlemisler, lamellar
flizyonun diizensiz bir dagilim gosterdigini; bazen sadece 2 lameli birlestirdigini bazen
ise bircok lamelin kaynagsmasina sebep olarak solunum yiizey alaninin iyice daraldigini
tespit etmislerdir. Krom bilesiklerinin benzer histopatolojik etkileri O. mykiss ile yapilan
toksisite ¢aligmalarinda da gézlemlenmistir (Van der Putte ve ark., 1981, Van der Putte
ve ark., 1982; Temmink ve ark., 1983; Mishra ve Mohatny, 2008). Bakir bilesiklerinin de

lamellar flizyon olusumuna sebep oldugu Arellano ve ark. (1999) ve Van Heerden ve ark.
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(2004) tarafindan rapor edilmistir. Benzer bulgular, kursun toksisitesinin de bir sonucu
olarak bir ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Abd El-Gawad, 1999; Martinez ve
ark., 2004; Alvarado ve ark., 2006; Adeyemo, 2008; Palaniappan ve ark., 2008; Mobarak
ve Saharaf, 2011). Calismamizda hiperplazinin lamellar fiizyon olusumuna neden oldugu
ve dolayisiyla solunum yiizey alanini daralttig1 6nceki ¢aligmalarin benzer bulgulari ile
desteklenmektedir.

14 giin sonunda A grubunda solungaclarda yogun olarak dagilim gdsteren 6dem
olusumu (Sekil 4.11 A), kursuna maruz kalma siiresinin artmasiyla birlikte artis
gostermis, 28 giiniin sonunda B grubunda ¢ok yogun olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.11
B). Odem olusumuna A grubunda yogun olarak rastlanirken C grubunda 6demin diisiik
yogunlukta seyretmesi (Sekil 4.11 C), benzer sekilde B grubunda ¢ok yogun olan 6demin
D grubunda daha seyrek goriilmesi (Sekil 4.11 D) askorbik asidin édem olusumunda

olumlu etki yapmuis olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Solungag dokuda 6dem olusumu (orijinal) ; (A) 10 mg/l
Pb?"’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/l Pb?"’ye 28
giin maruz kalan grup (B grubu), (C) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya
14 giin maruz kalan grup (C grubu), (D) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/I
AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D grubu)
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Tophon ve ark. (2003), solungag epitelinde ortaya ¢ikan 6demin ¢ogu zaman ilk
patolojik bulgu oldugunu bildirmislerdir. Mallat (1985), 6demin agir metale maruz kalma
durumunda ortaya ¢ikan temel patolojik degisimlerden biri oldugunu rapor etmistir. Bu
caligma ile tespit edilen 6dem bulgusu, onceki ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir
(Alazemi ve ark., 1996; Karan ve ark., 1998; Olojo ve ark., 2005; Figueiredo-fernandes
ve ark., 2007; Osman ve ark., 2009). Ayrica ¢alismamizda solunga¢ epitelinde 6demin
goriilme sikligr ile hiperplazinin goriilme sikliginin birbirine ¢ok yakin seyretmesi
bulgusu Yang ve Albright (1992) tarafindan da bildirilmistir.

Kontrol grubunda bulunan baliklarin karaciger dokular1 incelendiginde hepatosit
hiicrelerinin normal ve saglikli goriinlimde oldugu, niikleuslarinin yuvarlak ve sentrik

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 Kontrol grubu saglikli karaciger
histolojisi; yuvarlak ve sentrik sekilli niikleuslar
(orijinal)

Bozuk sekilli niikleuslara 14 giin siireyle kursun metali iyonlarina maruz kalan A
grubu baliklarin karaciger dokularinda yogun, 28 giin sonunda B grubunda ¢ok yogun
olarak rastlanmistir. Askorbik asitli ortamlarda C grubunda seyrek olarak bozuk sekilli
niikleuslara rastlanirken, D grubunda ise bozuk sekilli niikleuslar gézlemlenmemistir
(Sekil 4.13). A ve B gruplar karsilastirildiginda kursunun hepatosit hiicrelerinde sebep
oldugu hasarin, maruz kalma siiresinin artmasiyla artig gosterdigi goriilmektedir. A ve C
gruplart karsilastirildiginda ise askorbik asit igeren ortamlarda bulunan baliklarin

karaciger hiicrelerinde bozuk sekilli niikleuslara daha az rastlanmasinin askorbik asidin
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hiicrelerin hasara ugramasini 6nleyici rol oynadigini sdylemek miimkiindiir. A ve B
gruplart kiyaslandiginda zamanla hiicre hasarlarinin arttigi gézlemlenirken, C ve D
gruplarinda bozuk sekilli niikleuslarin goriilme sikliginin azalma egiliminde olmasinin,
askorbik asidin dokunun hasara ugramasini Onledigini ayni zamanda yenilenmesine

katkida bulunmus olabilecegini isaret etmektedir.

Sekil 4.13 Karaciger dokusu bozuk sekilli niikleuslar (orijinal);
(A) 10 mg/l Pb?"’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B)
10 mg/l Pb?"’ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu), (C) 10
mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 14 giin maruz kalan grup (C
grubu), (D) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan
grup (D grubu)

Histopatolojik incelemelerimizde saptanan, karacigerdeki hepatosit hiicrelerinin
niikleuslarinin  kiiresel seklini kaybetmesi ve kiiglilmesi bulgulari, organofosfor
toksisitesinin meydana getirdigi histopatolojik degisimleri belirlemis olan Fanta ve ark.
(2003), kadmiyumun benzer etkilerini gozlemlediklerini bildiren Morsy ve Protasowicki
(1990) ve Younis ve ark. (2013), g¢inkonun O. niloticus’un karacigerinde meydana
getirdigi patolojik degisimleri inceleyen Abdel-Warith ve ark. (2011)’nin arastirma
bulgular ile paralellik gostermektedir.

49



Calismamizda kursun toksisitesine maruz kalan baliklarin karaciger dokularinda A
grubunda seyrek ve B grubunda ¢ok yogun olarak vakuolar dejenerasyona rastlanmistir
(Sekil 4.14 A-B). A ve B gruplari karsilastirildiginda kursunun toksik etkisinden dolay1
14. giinde gozlemlenen vakuolar dejenerasyon kursuna maruz kalma stiresinin artmasiyla
birlikte artis gostermistir. Deltamethrinin O. niloticus ta meydana getirdigi patolojileri
inceleyen Yildirnm ve ark. (2006) da hepatosit hiicrelerinde vakuolar dejenerasyona
rastladiklarini bildirmislerdir. Vakuolar dejenerasyonun Nil Nehri’ndeki agir metal
kirliligi calismalarinda O. niloticus (El-Naggar ve ark., 2009) ve T. zilli (Ibrahim ve
Mahmoud, 2005)’de de goriildiigii 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir. Kursunun C.
gariepinus (Ali ve ark., 2003) ve O. niloticus (Osman ve ark., 2009)’un karacigerinde
olusturdugu dokusal hasar1 belirlemeyi amaglayan ¢aligmalarda da bizim c¢alismamiza
paralel olarak vakuolar dejenerasyon gozlemlendigi bildirilmistir. Askorbik asit ilave
edilmis ortamlarda, C ve D gruplarinda vakuolar dejenerasyon gozlemlenmemistir (Sekil
4.14 C-D). Kumar ve Nandan (2014) bakira maruz biraktiklari Anabas testudineus
(Bloch, 1792)’larin karaciger hiicrelerinde vakuolar dejenerasyona rastladiklarini
bildirmis, su ortamina ilave edilen askorbik asidin pozitif etki yaparak dejenerasyonu
azalttigini rapor etmislerdir. Calismamizda benzer sekilde C ve D gruplarinda vakuolar
dejenerasyon gozlemlenmemesinin muhtemel sebebinin askorbik asidin hiicrelerin
korunmasina katkida bulunmasi olabilecegi diistiniilmektedir.

Piknozis evresinde; koyulasan, kiigiilen ve ¢okiis gosteren piknotik bir niikleus
gozlemlenir. Bu ¢alismada A grubunda diisiikk yogunlukta (Sekil 4.15 A) ve B grubunda
daha yogun olarak piknotik niikleuslara rastlanmistir (Sekil 4.15 B). Bunun sebebinin
kursuna maruz kalma siiresi arttikga apoptozis belirtisi olarak ortaya ¢ikan piknozisin
artis gostermesi oldugu diisiiniilmektedir. Askorbik asit igeren ortamlar olan C ve D
gruplarinda piknotik niikleuslar gozlemlenmemistir (Sekil 4.15 C-D). Ortamda bulunan
askorbik asidin, kursunun toksik etkilerini azaltarak hiicrelerde apoptoz sinyali
olusmasmi oOnledigi bu ylizden piknotik c¢ekirdeklerin goriilmemis olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.14 Karaciger dokusu vakuolar dejenerasyon (orijinal); (A)
10 mg/l Pb*’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/I
Pb?"’ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu), (C) 10 mg/l Pb?* ve
10 mg/l AA’ya 14 giin maruz kalan grup (C grubu), (D) 10 mg/I
Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D grubu)

Sekil 4.15 Karaciger dokusu piknotik niikleuslar (orijinal); (A) 10
mg/l Pb?**ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/I Pb?"’ye
28 giin maruz kalan grup (B grubu)

Baliklarin bakir bilesiklerine maruz kalmasi sonucunda karacigerde bazi patolojik

degisimlerin meydana geldigi onceki calismalarda rapor edilmis, piknotik niikleus
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bulgusunun siklikla karsilasilan patolojik degisimlerden biri oldugu bildirilmistir
(Figueiredo-fernandes ve ark., 2007; Osman ve ark., 2009). Bir ¢ok arastirici, ¢inko
(Abdel-Warith ve ark., 2011), krom (Mishra ve Mohanty, 2008), kadmiyum (Younis ve
ark., 2013) ve kursun (Rabitto ve ark., 2005; Mobarak ve Sharaf, 2011) ile yaptiklar
calismalarda hepatosit hiicrelerinde piknozise rastladiklarini bildirmislerdir. Kursunda
dahil olmak iizere bir ¢ok agir metalin hepatosit hiicrelerinde piknotik niikleuslarin
olugmasina neden oldugunu bildiren 6nceki calismalar, benzer bulgularin tespit edildigi
bu calismamizi desteklemektedir.

Piknozis evresini takiben ortaya ¢ikan karyorekzis evresinde, yogunlasmis olan
niikleusun membrani pargalanir ve niikleusun icerdigi kromatin, hiicre sitoplazmasi
icerisine diizensiz olarak dagilir (Zamzami ve Kroemer, 1999).

Calisgmamizda kursun igeren ortamlardaki A ve B gruplarinda ¢ok yogun olarak
karyorektik niikleuslara rastlanirken, kursun ve askorbik asit i¢ceren ortamlardaki C ve D
gruplarinda karyorektik niikleuslar gozlemlenmemistir (Sekil 4.16). Bunun nedeni
askorbik asidin, kursunun toksik etkilerini azaltarak, detoksifikasyon organi olan
karacigerde bulunan hepatosit hiicreleri tizerinde koruyucu etki yapmasi olarak

diisiiniilebilir.

Sekil 4.16 Karaciger dokusu karyorektik niikleuslar (orijinal); (A)
10 mg/l Pb?*’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/I
Pb?*’ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu)

Farkli toksikantlarin baliklarda hepatosit hiicrelerinde karyorekzise neden oldugu
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bilinmektedir (Hinton ve ark., 1992; Visoottiviseth ve ark., 1999; Yildirim ve ark., 2006).
Jiraungkoorskul ve ark. (2003) kursun toksisitesinin de karacigerde karyorektik
niikleuslarin ortaya ¢ikmasma yol actigimi rapor etmislerdir. Kursunun karyorektik
niikleuslarin olusumunu tetikledigini gosteren arastirma bulgularimiz 6nceki ¢aligmalarin
bulgular tarafindan desteklenmektedir.

Wang ve ark. (2007), baliklarin kursun bilesiklerine maruz kalmasi durumunda,
askorbik asidin karaciger hiicrelerinde apoptozisin gériilme sikliginda 6nemli bir azalma
sagladigini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, askorbik asit uygulanan
gruplarda apoptozisin piknozis ve karyorekzis asamalarina rastlanmamas1 Wang ve ark.
(2007)’nin arastirma bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Bu c¢alismada kursun toksisitesi sonucu A grubunda yogun olarak nekroz
goriiliirken, B grubunda ¢ok yogun olarak saptanmistir. Kursuna maruz kalma siiresi
arttik¢a nekroz yogunlugunun artis gosterdigi tespit edilmistir. Ortama askorbik asit ilave
edilmesi sonucunda C ve D gruplar incelendiginde diisik yogunlukta nekroza
rastlanmustir (Sekil 4.17). A-B ve C-D ortamlari arasinda ortaya ¢ikan nekroz yogunluk
farkinin ortamda bulunan askorbik asidin nekroz olusumuna karsi hiicrelerde koruyucu
etki yapmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Onceki calismalarda bakir (Figueiredo-fernandes ve ark., 2007) ve kadmiyumun
(Younis ve ark., 2013) O. niloticus’un hepatosit hiicrelerinde nekroze odaklar meydana
getirdigi bildirilmistir. Bakir ve kadmiyum toksisitesine benzer sekilde kursununda
karacigerde nekroz olusumuna neden oldugu P. latipinna (Mobarak ve Sharaf, 2011), C.
gariepinus (Olojo ve ark., 2005), Hoplias malabaricus Bloch, 1794 (Rabitto ve ark.,
2005) ve O. niloticus (Osman ve ark., 2009) ile yapilan galismalardan rapor edilmistir.
Onceki ¢aligmalarda agir metal toksisitesinin bir gdstergesi olarak ortaya ¢iktig bildirilen
nekroz bulgusu bizim ¢aligmamizda da gézlemlenmis olup, arastirma bulgularimiz énceki

caligmalarin bulgular ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.17 Karaciger dokusu nekroz olusumu (orijinal); (A) 10 mg/l
Pb?*’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/l Pb?**ye 28 giin
maruz kalan grup (B grubu), (C) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 14 giin
maruz kalan grup (C grubu), (D) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 28 giin
maruz kalan grup (D grubu)

Kontrol grubunda bulunan baliklarin bagirsak dokulari incelendiginde saglikli ve
normal goriiniimde olduklart EGC yogunlugunun normal seviyede oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.18).

Calismamizda bagirsak dokuda yapilan incelemelerde A ve B gruplarinda ¢ok
yogun olarak goézlemlenen EGC sayisinin, C ve D gruplarinda normal yogunlukta oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.19). EGC sayisinin C ve D gruplarinda A ve B gruplarina gore
belirgin bigimde diisiikk olmasinin sebebinin askorbik asidin kursun toksisitesini azaltici
etki yapmasindan dolayr immiin sistemin uyarilmamis olabileceginden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.18 Kontrol grubu bagirsak dokusu ve yapisi (orijinal): (a) lamina
epitelialis; (b) lamina propia; (c) stratum kompaktum; (d) EGC; (e)
niikleus; (f) goblet hiicresi; (g) absorptif enterosit; (h) lenfosit

Begam ve Sengupta, (2015) agir metal toksisitesinin bagirsak dokuda meydana
getirdigi hasarin bir gostergesi olarak savunma mekanizmasinin bir pargasi olan EGC nin
artis gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda, kursuna maruz kalmanin bir sonucu
olarak gozlemledigimiz, bagirsak dokuda EGC yogunlugunun artis gostermesi, civa
toksisitesinin farkli balik tiirlerinde sebep oldugu histopatolojik degisimleri inceleyen bir
¢ok arastirmaci tarafindan da rapor edilmistir (Kumar ve ark., 2004; Maheswaran ve ark.,
2008; Mohamed, 2014). Oliveria ve ark. (2006), kursunun da civa ile benzer sekilde EGC
yogunlugunu arttirdigini bildirmislerdir. Calismamiz yukarida bahsedilen arastirma
sonugclari ile paralellik gostermesine karsin, kursun ve bakir toksisitesinin EGC sayisini

azalttigini ileri siiren Oluah ve ark. (2014)’nin ¢alismasi ile ¢elismektedir.
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Sekil 4.19 Bagirsak dokusu EGC artis1 (orijinal); (A) 10 mg/l Pb?"’ye 14 giin maruz
kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/l Pb?"’ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu), (C)

10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 14 giin maruz kalan grup (C grubu), (D) 10 mg/l Pb?*
ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D grubu)

Histopatolojik incelemelerde kas dokuda (Sekil 4.20) ve gonadlarda (Sekil 4.21)
histopatolojik degisimlere rastlanmamistir. Adeyemo (2008)’da kursun toksisitesinin ilk
4 haftada gonadlarda patolojik degisimler meydana getirmedigini, dokudaki ilk
degisimlerin 8. haftada gézlemlendigini rapor etmistir. Caligma siiresince gonadlarda bir

degisim goriilmemesinin bu nedenle oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4.20 Kas doku histolojisi (orijinal) : (A) A grubu, (B) C grubu, (C) kontrol
grubu (14. giin), (D) B grubu, (E) D grubu, (F) kontrol grubu (28. giin)
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Sekil 4.21 Gonad doku histolojisi (transversal kesit) (orijinal): (A) - (F) testis; (A) 10 mg/I
Pb2*’ye 14 giin maruz kalan grup (A grubu), (B) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 14 giin
maruz kalan grup (C grubu), (C) kontrol grubu (14. giin), (D) 10 mg/l Pb?**ye 28 giin maruz
kalan grup (B grubu), (E) 10 mg/l Pb?" ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D
grubu), (F) kontrol grubu (28. giin). (G) — (L) ovaryum; (G) 10 mg/l Pb?"’ye 14 giin maruz
kalan grup (A grubu), (H) 10 mg/I Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 14 giin maruz kalan grup (C
grubu), (1) kontrol grubu (14. giin), (J) 10 mg/l Pb?*’ye 28 giin maruz kalan grup (B grubu),
(K) 10 mg/l Pb?* ve 10 mg/l AA’ya 28 giin maruz kalan grup (D grubu), (L) kontrol grubu

(28. giin)
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5. SONUC VE ONERILER

Agir metallerin sucul canlilarin farkli dokularinda birikim diizeylerinin farklilik
gostermesinin; baligin tiiriine, beslenme sekline, ¢evresel kosullara, metalin cinsine ve
alim mekanizmasina, canlilarin metabolik faaliyetlerinin sonuglarina gore degisim
gosterdigi bilinmektedir.

Solungaclarin bagirsaktan sonra en ¢ok kursun biriktiren doku ve kursunun toksik
etkilerinden en ¢ok etkilenen organ oldugu ve solungaglarda epitel ayrilma, hiperplazi,
aneurizm, lamellar fiizyon ve 6dem olustugu belirlenmistir.

Karacigerdeki kursun birikiminin bagirsak ve solungaca gore 6nemli derecede daha
diisiik oranda gergeklestigi, ancak karacigerin hiicresel diizeyde kursun toksisitesinden en
cok etkilenen organlardan biri oldugu; bunun sonucunda bozuk sekilli niikleuslar,
vakuolar dejenerasyon, piknotik niikleuslar, karyorektik niikleuslar ve nekrozun olustugu
tespit edilmistir.

Tilapia’nin kursunun su ortamindan solungaglar ve deri yoluyla absorbe etmesi
durumunda, bagirsagin en ¢ok ve en hizli kursun biriktiren, ancak hiicresel diizeyde
kursun birikiminden ¢ok az etkilendigi gézlemlenmis; kursun toksisitesinin bir gostergesi
olarak bagirsaktaki EGC sayisinda artis meydana geldigi saptanmustir.

Gonadlarin kas dokudan sonra en az kursun biriktiren doku oldugu ve 28 giinde
herhangi bir patolojik degisime rastlanmadigr tespit edilmistir. Ancak gonad gelisim
asamalarinin bireylere gore farklilik gostermesi sebebiyle verilerin karsilagtirilmasinda
gonadlarin saglikli sonuclar vermeyecegi diisiiniilmektedir.

Baligin tiiketilebilir kismi olan kas dokunun en az kursun birikimi gdsteren ve
kursun toksisitesinden en az etkilenen doku oldugu, 28 giinliik periyotta histopatolojik bir
degisimin olusmadigr tespit edilmistir. Kursun toksisitesini azaltmak amaciyla su
ortamina katilan askorbik asit gibi kompleks olusturabilecek maddelerin, olumlu etkisini
arastiran onceki caligmalara benzer sekilde, kursun birikim diizeylerinin zamana gore
arttigini, dokulara gore farklilik arz ettigini, yalniz kursun iceren ortamlarda bulunan
baliklarin dokularindaki birikim diizeylerinin bagirsak > solungag¢ > karaciger > gonad >
kas siralamasina gore, kursun ve askorbik asit igeren ortamlardaki baliklarda ise bagirsak
> solungag¢ > karaciger > kas > gonad olarak gergeklestigini gostermektedir.

Ortama askorbik asidin ilavesinin tiim dokularda kursun birikimini 6nemli 6l¢lide
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azalttig1 ve kursun birikim hizin1 yavaslattigi; kursun toksisitesi sebebiyle solungag
(epitel ayrilma, hiperplazi, lamellar fiizyon ve 6dem), karaciger (bozuk sekilli niikleuslar,
vakuolar dejenerasyon, apoptoz ve nekroz) ve bagirsakta (EGC artis1) meydana gelen
hiicresel diizeyde hasarlarin siddetini azalttig1 ve hasarlar1 geciktirdigi belirlenmistir.

Bu olumlu etkinin;

» Su ortaminda bulunan askorbik asidin selatlama o6zelligi sebebiyle yine su
ortaminda bulunan kursun ile bir kompleks olusturabilecegi; solungaclar ve deri
yoluyla kursunun viicuda alimin1 azaltmis olabilecegi,

» Su ortaminda bulunan askorbik asidin solunga¢ ve/veya deri epiteli yoluyla
viicuda alinmis olabilecegi, kan yoluyla dokulara tasinarak, biyokimyasal
reaksiyonlara katilabilecegi ve kursunun birikimini ve toksik etkilerini

azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Olas1 kursun toksisitesinin baliklardaki olumsuz etkisini azaltmak amaciyla ortama
askorbik asidin ilavesinin olumlu sonuglar verecegi, askorbik asitin toksikantlara karsi
gosterdigi koruyucu etkinin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi igin yeni

calismalara gereksinim oldugu diistiniilmektedir.
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