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DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu c¢alismayi, bilimsel etik, ahlak ve
geleneklere aykirt diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin yazdigimi,
yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu ve bu eserleri her
kullanisimda alint1 yaparak yararlandigimi belirtir; bunu serefimle dogrularim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya g¢ikacak tiim ahlaki ve

hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Hilal CIVELEK
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ONSOZ

Akrilamid, poliakrilamid malzemeleri yapmak ic¢in kullanilan, yiiksek 1sida protein
ile sekerin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan bir kimyasaldir. Akrilamid
cevrede ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunsa bile, son yillarda endise yaratan
kimyasal gruplar arasinda yerini almistir. Kirleticiler ¢esitli yollarla su ortamlarina
ulastiklarinda igerisindeki balik ve diger canlilara zarar vermekte; su ortamlarina
evsel, sanayi atik sular1 veya tarim ve orman sahalarindan uygulanmasi sonrasi
yagmur sulari, direnaj sulari, yiizey akislar1 ve sulama sulari ile tasinmaktadir. Sucul
ekosistemler lizerinde kimyasallarin etkilerini 6ngérmek veya belirlemek amaciyla,
baliklarda kirleticilerin indiikledigi biyolojik etkilerin belirlenmesi biiyiik bir 6nem
tagimaktadir. Baliklar, solungaglar1 vasitasiyla su ortamindan g¢evresel kirleticileri
absorplamak veya bulasmis kirleticileri besin olarak almalari sonucunda maruz
kalabilirler. Kirlilik artig1 gibi gevresel degisikliklere kars1 ¢ok hassas olduklarindan,
tiim sucul ekosistemlerin genel durumunun belirlenmesinde balik sagligi giivenilir
bir gostergedir. Histolojik analizler ¢ok duyarli parametreler olarak bilinir ve hedef
organlarda hiicresel degisimlerin belirlenmesinde gereklidir. Dolayisiyla 6zelde balik
populasyonlarmin genelde sucul ekosistemin saglik durumunu ortaya koymak
amaciyla histolojik arastirmalarin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda yapilan
caligmalarda bir toksik maddenin balik populasyonlar1 iizerinde yaratabilecegi
olumsuz durumlarin en erken tespitinin kan parametreleri ve histopatolojik
incelemeler sonucu elde edilebildigi ve toksikolojik c¢aligmalarin tiim diinyada bu
yone yonelmis oldugu da belirtilmektedir. Bu ¢alismada, diinyada ve Tiirkiye’de
genis bir dagilim gosteren sazan baligi (Cyprinus carpio 1758 L.) solungaglarinda
cevresel kirletici olarak yaygin bulunan akrilamidin sublethal diizeylerinin
histopatolojik etkilerinin arastirillmasi amaglanmistir. Bu c¢alismadan elde edilen
sonuglar sucul ortamlarda akrilamidin yol actigi toksik etkilerin belirlenmesini
saglayacak ve ayrica baliklarda yapilacak diger histopatolojik ¢alismalara da katkida
bulunacaktir. Diger taraftan ¢evre ve saglik alanlarinda uygulayicilar tarafindan bu

veriler kullanilabilecektir.
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OZET

AKRILAMID’IN SAZAN BALIKLARININ (Cyprinus carpio, 1758 L..)
SOLUNGACLARI UZERINE HISTOPATOLOJIK ETKILERI

Bu tez ¢alismasinda, Akrilamid’in sazan baliklarimin (Cyprinus carpio,1758 L.)
solungaglari lizerine histopatolojik etkileri arastirilmistir. Aragtirmada iki farkli doz
akrilamid (10 ve 50 mg/L) 96 saat boyunca, sazan baliklarina uygulanmistir. Deney
sonrasinda solunga¢ dokular1 histopatolojik yOntemlere uygun bir bi¢imde
hazirlanmistir. Akrilamidin subletal dozlarina maruz kalan uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore bazi histopatolojik degisiklikler (sekonder lamellerde birlesme,
kisalip kalinlasma, dokiilme, édem olusumu, kikirdak doku hasari, epitel dokuda
ayrilma, hiperemi, telengiektazi, hiperplazi ve mukus hiicrelerinde artis) meydana
gelmistir. S6z konusu olan bu degisikliklerin en temel nedeni, solungaclarin dis
ortamla direkt temas halinde olmasidir. Ayrica solungaglarin ince membranlara ve
genis ylizey alanina sahip olmasinin bu durumu attirdig1 diisiiniilmistiir. Akrilamid
ile yapilan ¢alismalar incelendiginde benzer sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir ve
bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Cyprinus carpio, Akrilamid, Solungag, Histopatoloji
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ABSTRACT

HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF ACRYLAMIDE TO COMMON
CARP (Cyprinus carpio, 1758 L.) GILLS

Histopathological effects of acrylamide on gills of the common carp (Cyprinus
carpio, 1758 L.) were studied in the present thesis. Acrylamide was applied to carp
during 96 hours in two different exposure concentrations of 10 and 50 mg/L. Gill
tissue were evaluated using appropriate histopathological methods at the end of the
experiments. Several histopathological lesions were found in acrylamide exposure
groups such as fusion of secondary lammalae, shortening and thickening, exfoliation,
oedema formation, cartilage tissue damage, epithelial lifting, hyperemia,
telengiectasis, hyperplasia and increases in mucus cells, when compared with the
control group. The major reason for these changes were due to gills being in direct
contact with the environment. In addition the gill thin membranous structure and
large surface area of the gills augmented this situation. Work of others with
acrylamide showed similar results and were supporting our findings.

Keywords: Cyprinus carpio, Acrylamide, Gill, Histopathlogy
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1. GIRIS

Diinyadaki niifus artisina paralel olarak meydana gelen gogler, carpik kentlesme,
dogal alanlarin tahribati, hizli bir sekilde sucul ortamlarin kirlenmesine neden
olmaktadir. Giintimiizde sucul ortamlara, bir¢ok kirletici ¢esitli yollarla girmekte ve
sucul canlilar iizerinde yikici etkiler birakmaktadir (Diindar, 2010, Patnaik vd.,
2010). Ekotoksikolojik ¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu artik sucul ekosistemler

tizerine etki eden kirleticilerin toksik etkileri tizerine yogunlasmistir (Shanker, 1986).

Kemikli baliklar (Teleostlar), kirleticilerin zararli etkilerine maruz kalan canlilar
arasinda yer almakla birlikte, suda c¢oziilebilen kirleticileri kolayca absorbe
edebildikleri i¢in kirlilik derecesinin gostergesi olarak kabul edilirler (Patnaik vd.,
2010). Baliklar kirlilik artisi gibi gevresel degisikliklere karsi ¢ok hassas
olduklarindan, tiim sucul ekosistemin genel durumunun belirlenmesinde balik saglig
giivenilir bir gostergedir (Laurent vd., 1980; Kocatag, 1992). Ayn1 zamanda baliklar
sucul ekosistemin ana faunasini olusturmakla birlikte, ¢evresel Kirleticilerin balik
cesitli organ ve dokularinda birikmesi ve besin zinciri yolu ile diger omurgalilara
biyolojik  olarak  yiikseltgenmeleri, olaya ciddi ekotoksikolojik  6nem
kazandirmaktadir (Goksory vd., 1992).

Balik dokularinda toksik madde artisina paralel olarak populasyonlarinda biiyiik bir
azalma oldugu bilinmektedir (Damstra vd., 2002; Giingordi, 2007). Balik
populasyonlarinda goriilen degisimler daha ileri derecede ekosistemin biitiiniinii
etkileyecek diizeye ulasabilir (Temmink vd., 1983). Bu nedenle sucul ekosistemler
tizerinde kirleticilerin etkilerini 6ngdérmek veya belirlemek amaciyla, baliklarda
kirleticilerin indiikledigi biyolojik etkilerin belirlenmesi biiyiik bir 6nem tagimaktadir
(Mallatt, 1985; Van der Kraak, 2001). Baliklarin dokular1 ¢ok 6nemli biyobelirteg
olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle solungaglar ilk maruz kalan doku oldugundan
solungaglarda goriilen herhangi bir histopatolojik degisikligin daha iyi anlasilmasi
icin Oncelikle suyun fiziksel ve kimyasal biitiin 6zellikleri saptanmali ve gereken

caligmalar daha sonra yapilmalidir (Cruz vd., 2014; Erkmen ve Kolonkaya, 2000)



Akrilamid, poliakrilamid malzemeleri yapmak icin kullanilan, yiiksek 1sida protein
ile sekerin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan, suda ¢oziiniirliigi yiiksek, beyaz
renkte, kokusuz bir monomerdir. Akrilamidin Oncelikli kullanim alan1 yiiksek
molekiil agirhikli poliakrilamidlerin iiretimidir. Uretilen poliakrilamidin yaklasik
%80-90°1 igme suyu ve atik su aritiminda kullanilmaktadir. Akrilamid, poliakrilamid
tiretimi sirasinda olusan atiklar ile veya endiistride c¢esitli alanlarda kullanimlari
sirasinda ¢evreye yayilabilir. Bu durum ise, akrilamidin igme suyu ve ylizey

sularinda bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Hayvan deneylerinde akrilamidin DNA hasarlarina, kromozom anomalilerine neden
oldugu gozlenmis, bu nedenle Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC)
tarafindan insanlar i¢in muhtemel kanserojen olarak nitelendirilmis ve Grup 2A
icinde smiflandirilmistir. Akrilamidin toksik etkisine iliskin c¢alismalar daha ¢ok
memeliler iizerinde yapilmis olup, sucul ekosistemlere ekotoksikolojik etkileri

konusunda yapilmis ¢ok sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Bu calismada, sucul toksisitesi ve hedef olmayan canlilar iizerine muhtemel olumsuz
etkileri nedeniyle, akrilamidinsazan (Cyprinus carpio 1758 L.) baliklarina akut
toksik maruziyet konsantrasyonunun solunga¢ dokusu iizerine histopatolojik

etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akrilamid

Akrilamid 1893 yilinda Almanya'da Cristian Maureau tarafindan kimyasal bir bilesik
olarak kesfedilmis (Kisabay vd., 2014), 1952-1954 yillar1 arasinda ticari ve kimyasal
amacl olarak kullanilmig bir vinil polimeridir. Akrilamidin monomerik ve polimerik
olmak iizere iki formu vardir. Monomerik formda suda ¢6ziilebilen bir toz, polimerik
formda ise (poliakrilamid) su gecirmez bir jel olmasi nedeniyle, 6nemli uygulamalari
olan bir bilesiktir. Akrilamid su aritiminda, zenginlestirilmis petroliin geri
kazaniminda, kozmetik, boya, kagit endiistrisinde, plastik iiretimi ve tekstil gibi
bircok alanda kullanilmaktadir (Tamer ve Karaman, 2006; Kisabay vd., 2014).
Ayrica akrilamid, arastirma laboratuvarlarinda elektroforez ve kromatografi gibi

biyokimyasal tekniklerde de kullanilmaktadir (Friedman, 2003).

Akrilamidin polimerik formu toksik olmadigi halde monomerik formu insanlar ve
hayvanlar i¢in ndorotoksiktir. Akrilamidin monomerik formuna insanlar yiiksek
sicaklikta pisirilen gidalarn tiiketerek ya da mesleki kosullardan dolayr maruz
kalmaktadir. Akrilamidin olumsuz saglik etkileri ilk defa 2002 yilinda Isveg’de
ekmek, kahve, patates cipsi, patates kizartmasi ve daha pek ¢ok gida maddesinde
olast kanserojen bu maddenin yiiksek diizeylerinin rapor edilmesiyle kamuoyunun
dikkatini ¢ekmistir. Besin yoluyla alindiktan sonra gastrointestinal sistemden hizla
absorblanarak dokulara dagilim gosterir. Karacigerde glisidamid metabolitine ilag
metabolize eden sistem tarafindan doniistiiriilerek, DNA ve proteinlere yiiksek
reaktivite goOsterir. Yapilan deneysel arastirmalar ve saglikla ilgili risk
degerlendirmeleri sonucunda akrilamide insan maruziyetinin olabilecek en diisiik
diizeyde smirlandirilmasinin bilimsel komiteler ve idari merciler tarafindan karara
baglandig1 bildirilmistir. Insan maruziyetini azaltmak i¢in gida hazirlama prosesleri

gozden gecirilmektedir (Pedreschi vd., 2013).



Insanda akrilamid toksikokinetigi: 2,4-7,0 saat olarak yar1 omrii belilenmistir.
Metabolizmasi biiyiik oranda CYP2EIl ile epoksid tiirevi olan glysidamide
doniismesi ve bununda ana madde olan akrilamide gére DNA ve proteinlere karsi
daha reaktivif olmasiyla toksisitesi artmaktadir. Akrilamid ve metaboliti olan
glisidamid glutatyon ile konjuge olduktan sonra idrarda merkaptiirik asit konjugati
olarak atilir (Zamani vd., 2017).

Akrilamide maruz kalma sonucunda deney hayvanlarinda genotoksisite,
karsinojenite, norotoksisite ve tiiremede bozukluk goriilirken, insanlar igin
ndrotoksisiteye kesinlikle neden oldugu yapilan ¢alismalarla dogrulanmustir. insanda
periferal néropati mesleki maruziyet sonucunda Isveg ve Cin gibi iilkelerden rapor
edilmistir (Pedreschi vd., 2013; Mehri vd., 2014). IARC akrilamide insan i¢in olas1
kanserojen olarak smiflandirmistir. Kemiricilerde coklu organ kanseri olarak
degerlendirilmistir. Akrilamidin yiiksek diizeyleri genotoksik, norotoksik ve
kanserojeniktir.

Gidalarda dogal olarak bulunmayan akrilamid, gidalarin yiiksek 1sil islem gormesi
sonucu, gidalarda diisiik diizeyde olusarak besin yoluyla viicuda alinmaktadir.
Gidalarla alinan akrilamidin insan viicudunda ne gibi hasarlar olusturacagi tam
olarak bilinmemekle birlikte, ileride biiyiik risk olusturacagi endise yaratmaktadir
(Altindz, 2009).

Gida kaynakli akrilamide maruz kalma genis kitleleri ilgilendirdigi i¢in; Amerikan
Ulusal Is Giivenligi ve Saghig Enstitiisii (National Institute of Occupational Safety
and Health, NIOSH, 1976), WHO (1985), IARC (1986, 1994), Amerikan Gida ve
[lag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ve Avrupa Birligi (European
Union, EU, 2002) gibi kuruluslar bu konuyu giindemlerine alarak incelemislerdir.
Bunlardan ozellikle FDA ve WHO akrilamid ile ilgili yapilmasi1 gerekenler
konusunda bildiri yayinlamislardir. Ayrica Amerikan Cevre Koruma Ajans: (U.S.
EPA) akrilamid’in toksik ve kanserojenik dozlar1 hakkinda bir cok ¢alisma
yaptirarak bazi referans degerler belirlenmistir (Tamer ve Karaman; 2006, Altindz,
2009).

Icme suyu kalitesi igin, WHO’nun ydnergesine gore, bir litre igme suyunda

maksimum 0,5 pg/L akrilamid olarak bildirilirken (WHO, 1993); Avrupa Birligi



tarafindan i¢gme sularinda bulunabilecek akrilamid miktar1 0,1 pg/L  olarak

siirlandirilmistir (Cavalli vd., 2004; Keskin, 2007).

2.1.1 Akrilamid’in kimyasal yapisi

Akrilamid beyaz kristal yapida ve kokusuz bir monomer olup su, etil alkol, metil
alkol, dimetileter ve asetonda ¢oziiniirken, heptan ve benzende ¢oziinmez (Tamer ve
Karaman., 2006). Erime sicakhigi 84,56°C, kaynama sicakligi ise (25 mm Hg)
125°C’dir (Keskin, 2007). Akrilamid doymamus ¢ift bag iceren bir amiddir (Blasiak
vd., 2004). Akrilamid 2-propenoamid, etilen karboksamid, akrilik asit amid, vinil

amid, propenoik asit amid olarak da bilinmektedir (Keskin, 2007).

/O

H,C—C
TNNH,

Sekil 2.1. Akrilamidin kimyasal formiili: (C,HsNO).

Akrilamid tire (CO(NH_), ve formaldehid (HCHO) veya glioksal (CHO),, aldehitler
(RCHO), aminler (R2NH), tiyoller (RSH) gibi kiiciik reaktif molekiillerle reaksiyona
girebilme 6zelligine sahiptir (Lingnert, 2002).

2.1.2. Gidalarda akrilamid’in olusum mekanizmalari

Insan iireme sistemine etkileri konusunda bilim adamlar1 ortak karara heniiz
varmamistir. Bu etkilerin degerlendirilmesinde akrilamide besin yoluyla maruz
kalma en énemli etkendir (Riboldi vd., 2014). Akrilamid yiiksek sicaklikta (>120°C)
tiretilen ya da karbohidrat bakimindan zengin gidalarin pisirilmesiyle olusan ve uzun
siire 1s1l islem uygulanmasi durumunda gittikge miktar1 artan bir bilesik olmasina
ragmen, hangi sicaklikta meydana geldigi tam olarak bilinmemektedir (Tamer ve
Karaman, 2006; Riboldi, 2014). 2002 yilinda Stockholm Universitesi'nden bir grup
arastirict Upsala’daki marketlerden 130°’dan fazla karbohidratga zengin gida
orneklerini toplamis ve 120°C’nin iizerinde islem gdren bu gidalarda akrilamid
olustugunu belirtmiglerdir (Tamer ve Karaman, 2006). Isvec, Isvicre, ABD, Norveg

ve Ingiltere’de yapilan benzer ¢alismalarda da ayni sonuglar elde edilmistir. Yapilan
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caligmalar sonucu akrilamid igerigi en fazla olan yiyecekler kizartmalar (ince
dilimlenmis patates, cips) ve hububatli iiriinler (kraker, biskiivi) oldugu bildirilmistir

(Tamer ve Karaman, 2006).

Akrilamide maruz kalmanin baglica yolu gidalarla alinmadir. Genel olarak
populasyonun giinliik akrilamid aliminin 0,3-0,8 mg/kg oldugu tahmin edilmektedir.
Ayrca akrilamidin gidalarla aliminin ¢ocuklar ve genclerde daha fazla oldugu
diisiiniilmektedir ¢linkii yetiskinlere oranla patates kizartmasinin, cipsin ve gerezin

tiiketimi daha fazladir (Tamer ve Karaman, 2006).
Akrilamid’in gidalarda olusumu asagida gruplandirilmistir:

a- Karbonhidratlar, lipidler ve serbest amino asitlerin bozunmasi sonucu olusan

akrolein ya da akrilik asitlerin olusumu yolu ile,

b- Sitrik asit, malik asit, laktik asiti de kapsayan bazi1 organik asitlerin dehidrasyon-

dekarboksilasyon yolu ile,

c- Tahillarda yiiksek oranda bulunan asparjin amino asidinin disiikk orandaki

sekerlerle reaksiyona girmesiyle akrilamid olusabilir (Tamer ve Karaman, 2006).
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Sekil 2.2. Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusumu (Stadler, 2002).

Maillard reaksiyonlarinda akrilamidin olusabilmesi i¢in reaksiyona giren amino
asidin asparajin olmas1 olduk¢a onemlidir. Karbohidrat ve protein igerikli gidalarin
yiiksek sicaklikta islem gormesi sonucu olusan bu bilesik gidalarda renk, lezzet ve

aromanin olusumuna katki saglar (Otles vd., 2004; Karagdz, 2009).
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Sekil 2.3. Farkli molekiillerden akrilamid olusumu (Lingnert, 2002).

Akrolein (2-propanal, CH2=CH-CHO) ii¢ karbonlu aldehittir ve akrilamidin yapisini
(CH2=CH-C(O)-NH2) animsatmaktadir. Bu nedenle akrolein akrilamidin baslangic1
olarak kabul edilmektedir. Temel kimyasal transformasyonlar ile akrolein akrilamide
doniisebilir, ancak akrilamidin alternatif olusum mekanizmalarinda akrolein gerekli
degildir. Ornegin, proteinler ve/veya amino asitlerin hidrolizi, dekarboksilasyonu

gibi transformasyonlar akrilamid olusumu ile sonlanabilir (Lingnert vd., 2002).

Sekerin Karbonil
Grubu 'T'H:z
N
> CH
lsi |
H,N COOH CH,
Asparajin Akrilamid

Sekil 2.4. Asparajin ve sekerin karbonil grubunun etkilesim ile akrilamid olugumu (Biederman, 2003).



2.2 Sazan (Cyprinus carpio 1758 L.)

Diinyada balik aileleri arasinda en fazla tiire sahip olan sazanlar Cyprinidae ailesine
mensup olup, ¢cok genis bir cografik alana yayilmiglardir. Illiman iklim bolgelerinde
ekonomik 6neme sahip olan sazan baliklari, basta Brezilya olmak {izere bir¢ok yerde
(Latin Amerika, Avustralya, Asya, Avrupa, Afrika) yetistiriciligi yapilmaktadir.
Ulkemizde tatli sularda dogal olarak bulunan sazan baligi (Cyprinus carpio 1758 L.);
“aynali sazan” veya “pullu sazan” olarak da adlandirilmaktadir (Muus vd., 1976;
Diindar, 2010).

Sazan baliklarinin viicutlan fiize seklinde olup, yanlardan hafif yassilasmistir. Bu
baliklarin sirt kisimlari koyu yesile yakin olmakla birlikte yan kisimlari agik
kahvemsi sar1 renktedir. Bu baliklarin viicut renkleri yasadiklar1 ortamin sartlarina
bagli olarak degismektedir. Genellikle viicutlar1 diizgiin ve pullarla kaplhdir.
Agizlarinda dis yoktur, sadece farinks disleri vardir. Baglar kiigiiktiir ve bas kismina
yakin bir ¢ift ventral yiizge¢ bulunmaktadir, diger yiizgegler (dorsal, anal, kaudal) ise
tektir (Diindar, 2010; Ongiin, 2013).

Sazan baliklar yiiksek toleransa sahip olmalarindan dolayi, az miktarda oksijene
gerek duyarlar ve 20°C’nin iizerindeki sularda iyi gelisme gosterdikleri gibi, ani
sicaklik degisimlerine de iyi uyum saglarlar. Ayrica sazanlar dipten beslenen baliklar
olduklart i¢in baslica besinlerini bentik su canlilar1 olusturur. Bunun yani sira
planktonlar, bocek larvalari, bazi ergin bocekler, mollusklar, bitkisel atiklar ve bitki
pargalar1 ile beslenebilirler. Ayrica bazi biiyiik sazanlarmn kiigiik baliklar1 yedigi de
bildirilmistir (Ongiin, 2013).

Sazan baliklar1 durgun veya yavas akan sularda, camurlu, sicak ve bol bitkinin
bulundugu alanlarda yasamay: tercih ettikleri gibi su sicakliginin 18-22°C oldugu
donemlerde iiremeyi tercih ederler. Ureme dogal ortamda su sicakligmin istenilen
dereceye ulagsmasi ile Nisan-Mayis aylarinda bol bitkili ve s1g sularda gergeklestirilir.
Bitkilere yapisan yumurtalardan 3-4 giinde larvalar ¢ikar. Cikan larvalar ortalama 5
mm biiyiikliikte olup 1-3 giin bitkilere tutunarak yasarlar. Bu siire¢ sonunda ise

yiizeye ¢ikip ylizmeye ve yem almaya baslarlar.



Sazan balig1 (Cyprinus carpio 1758 L.)’nin sistematikdeki yeri;

Phylum: Chordata
Subphylum: Gnathostomata
Classis: Pisces

Subclassis: Teleostei

Ordo: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae

Genus: Cyprinus

Species: Cyprinus carpio

Sekil 2.5. Sazan balig1 (URL1).

2.3 Solungaclarin Genel Yapisi

Suda yasayan canlilarin havadaki oksijenden yararlanmasini saglayan en Onemli
organ solungaglardir. Solungaclar viicudun dis yiizeyinin suya dogru yapmis oldugu
kivrimlar olup yutak bolgesinde, her iki yanda igten disa dogru uzanan bir seri cep ya

da yarik ig¢inde bulunurlar (Demir, 2009).
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Sekil 2.6. Solungaglarin genel goriiniisii (URL2).

Insanlarla karsilastirildiginda, baliklarin daha yiiksek solunum oranina sahip olmalari
ve solungaclariin solunum ylizeylerinin biiyiik olmasi, bu canlilarin su kirliligine
maruz kalmalarim1 arttirabilmektedir. Balik solungaglarinin  diger o6zellikleri
solungaclarda kan ve suyun kars1 akim sistemi, ince membranlar ve genis yiizey alant
sudan bilesiklerin alinimini ve kan akisina transferini arttirabilir (Van der Kreak vd.,
2001; Gilingordii, 2007). Deniz kemikli baliklari, hipotonik dogalari nedeniyle deniz
suyu igerler, bu da baliklarin sudaki maddelere maruz kalmalarini arttirabilmektedir
(Damstra vd., 2002; Demir, 2009; Giingordii, 2007). Bunun aksine, tatli su baliklar
(bu baliklar su i¢gmezler) suyu viicutlar1 i¢cinde hareket ettirirler, bu nedenle su

kirleticilerine maruz kalmanin bir yolu yaratilmis olmaktadir (Damstra vd., 2002;

Giingordi, 2007; Demir, 2009).

Balik solungac ii¢ kisimdan olugsmaktadir.
a. Solungag kemeri
b. Primer lamel (solungag filamenti)

¢. Sekonder lamel
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Solungacg dikenleri

Solungacg
flamentleri

Sekil 2.7. Solungag filamentlerinin genel goriiniisii (URL3).

2.3.1 Solunga¢ kemeri
Primer lameli destekleyen yapidir (Erkmen, 1997).

2.3.2 Primer lamel (solungac filamenti)

Farkl1 hiicre tiplerini bir arada bulunduran primer lamel, sekonder lamelin destek
aldig1 ana bolgedir (Talas vd., 2014). Primer lamelin sekli, sayisi, biiyiikliigii balik
tiirlerine ve baliklarin bulundugu cevreye gore degisiklik gostermektedir (Erkmen,
1997).

2.3.3 Sekonder lamel
Solungaclarda gaz degisiminin yapildigi ana bdlgedir. Primer lamelin her iki
tarafinda yer alan sekonder lamelin biiyiikliigii, yogunlugu ve sekli farkli ortamlarda

yasayan farkli balik tiirleri i¢in oldukga degisiklik gosterir (Erkmen, 1997).

2.3.4 Solungac epiteli
Solungaclarda gaz ve iyon transportunu gerceklestiren, solungag ylizeyini orten iki
cesit epitel doku vardir. Bunlar; a) Primer epitel ve b) Sekonder epitel olarak

isimlendirilmektedir.

2.3.5 Primer epitel

Primer epitel ¢ok katli olup, genis yayilim gosterir, primer lamelin tamamin1 kaplar.
Bu genis yayilimdan dolayr "interlamellar epitel" olarak da adlandirilir. Primer
epitelde bes tip hiicre bulunur. Bunlar; Pavament hiicreleri, mukus hiicreleri, klorid
hiicreleri, farklilagmamis hiicreler, noroepitel hiicrelerdir (Laurent, 1982; Ojha,
1993). Kloroid hiicrelerin varlig1 primer epitelin en dnemli 6zelligidir. Tuzlu sularda
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bliyiik Ol¢iide iyon sekresyonunun yapildigr yerler olan kloroid hiicreler, primer
epitelin dis tabakasinda yer alan pavament hiicreleri ile ¢ok yakin iligki igerisinde
bulunmaktadirlar. Pavament hiicreler iyi gelismis golgi aygitina, yogun diiz
endoplazmik retikuluma ve bol miktarda farkli biiyiikliikteki vezikiillere sahiptirler
(Laurent, 1984).

Mukus hiicreleri bulunduklar1 yerler ve sayilar1 bakimindan farklilik gosterdikleri
gibi genellikle flamentlerin bas kisminda lokalize olmuslardir. Mukus hiicrelerinin
yogunlugu ortamin tuzluluk derecesine gore degisebilmektedir. Primer epitelin bazal
tabakasi ise tipik farklilasmamis hiicrelerden meydana gelmektedir (Laurent, 1984;
Cinar vd., 2008).

2.3.6 Sekonder epitel

Sekonder lameli kaplayan sekonder epitel, solunum epiteli olarak da adlandirilir. Bu
epitel gaz degisiminin yapildig1 ana yer olmasindan dolay1 ¢ok ince yapiya sahiptir.
Bu ozellik akcigerli baliklar harici tiim baliklarda aynidir (Demir, 2009; Laurent
vd.,1980); ¢ilinkii bu baliklar gaz degisimi i¢in solungaglarini pek kullanmamaktadir.
(Protopterus ve Lepidosiren).

Sekonder epitel iki hiicre tabakasindan meydana gelmistir: a) Bazal veya serodz
tabaka i¢ kisimda, b) Apikal veya mukdz tabaka dis kisimda yer almaktadir (Erkmen,
1997; Laurent vd., 1980). Bu iki tabakaya ait hiicreler farkli 6zelliklere sahiptirler.
Elektron mikroskobuyla yapilan ¢aligmalarda miikéz tabakanin organeller
bakimindan daha zengin oldugu belirtilmistir. Bu zenginlik miikdz tabakanin daha
yiiksek bir aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Ser6z tabaka ise farklilagmamis
epitel hiicrelerinden meydana gelmistir. Bu hiicrelerde niikleusun sitoplazmaya
hacimsel oraninin yiiksek olmasi ve bol miktarda ribozama ve iyi gelismis diiz
endoplazmik retikuluma sahip olmalari, bunlarin farklilasmaya hazir hiicreler

olduklarin1 gostermektedir (Laurent vd., 1980).

2.3.7 Solungac alam

Solunga¢ alani, sekonder lamel sayisi ve bunlarin ortalama ylizey alani olarak
tanimlanmaktadir. Solunga¢ alaninin ayni agirliga sahip baliklarda aktiviteye baglh
olarak degisebilecegi belirtilmistir. Bir kg viicut agirligia sahip olan ton baliginda
bu alan 2 m? iken, ayni viicut agirh@ina sahip daha az aktif olan diger baliklarda bu

deger 0,13 mz’yi gecmemektedir (Laurent, 1982).
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3. LITERATUR OZETi

3.1. Akrilamid Toksisitesi

Akrilamid toksikolojisi plastik iiretiminde akrilamidin kullanilmasi nedeniyle detayl
olarak arastirilmistir. Yapilan aragtirmalar sonucu akrilamidin ¢ok hizli bir sekilde
viicutta absorbe edildigi ve yayildigi gozlemlenmis, plasenta araciligi ile anneden
cocuga gecebilmekle beraber, anne siitlinde de bulunabilecegi belirtilmistir (Tamer
ve Karaman, 2006); fakat akrilamidin insan sagligi iizerine teratojenik ve mutajenik
etkileri ile iireme sistemi iizerine etkilerine dair bilgiler mevcut degildir (Anonim,
1994). Ancak deney hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda genetik materyale zarar
verdigi, adrenal bezlerde ve testislerde tiimdr olusumunu tetikledigi, kanserojenik
etkiye sahip oldugu, sinirler lizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu, iireme sistemini
etkileyerek kisirliga neden oldugu belirtilmistir. Bu gibi nedenlerden dolayr 1994
yilinda akrilamid Uluslar Arast Kanser Arastirma Kurumu (IARC); tarafindan
insanlar i¢in muhtemel kanserojen oldugu bilinen 2A grubu maddeler sinifina dahil
edilmistir (Kisabay vd., 2014). Kaza sonucu akrilamide maruz kalan insanlarda,

akrilamidin norotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Krautter vd., 1986).

Akrilamidin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, oksidatif stresi
indiikledigi, hiicresel redoks dengesini bozarak reaktif oksijen radikalleri olusturdugu
gosterilmistir. Metaboliti olan glisidamid, GSH ile konjugasyona girerek hiicre
niikleofilleri ile etkilesimi kismen engellenebilir. Akrilamid ise GST aracilif1 ile
GSH'a baglanabilir. Bu durumda hiicresel antioksidan koruma sisteminin en énemli
molekiilii GSH tiikenebilir. Bagirsaktan hizla absorlandiktan sonra akrilamid GSH ile
konjugasyona girdiginden hiicresel GSH stoklarmi tiiketme riski gosterir. Diger
taraftan akrilamid oksidatif stres sonucunda apoptoz olusturabilir. Goriildigi gibi
norotoksik, lireme toksisitesi, genotoksisite ve kanserojenez gibi son etkiler apoptoz

ile tetiklenebilir (Zamani vd., 2017).

Zovko vd. (2015) akrilamidin ekotoksisitesini standardize biyodeneyler kullanarak

tatli su organizmalarina arastirmis ve alglerin akrilamide ¢ok hassas oldugunu; diger



hedef olmayan canli Lemna minor (su mercimegi) ve Daphnia magna’ya ise az
toksik oldugunu bildirmistir. Avrupa Birligi raporuna gore komisyon iilkelerinde
toplam yillik akrilamid tiretimi 80.000-100.000 ton alic1 su ortamlarina kaynaklardan
salman miktar ise glinde 280 kg’dir. Arastirmada hedef olmayan canli Daphnia
magna’ya immobilizasyon ECsy degeri 100 mg/L olarak hesaplanmistir (Zovko vd.,
2015). Larguinho vd. degisik biyolojik organizasyon diizeyinde akrilamidin balik
modelinde genotoksisiteden biyokimyasal savunma mekanizmasina ve doku-organ
etkilerine sublethal LCsy degerleri kullanarak arastirmistir. Calismada ergin
Carrasius auratus (Japon baligi) 50-200 mg/L akrilamide 96 saat maruz birakilmis,
¢esme suyu kontrol olarak kullanilmistir. Akrilamid i¢in LCso degeri 119,5 mg/L en
toksik dozu ise 200 mg/L olarak bulunmustur. Total DNA zincir kiriklarinda ve
eritrosit niikleer anomalilerinde doza bagimli artig, karacigerde CYPIA ve GST
aktivitelerinde yiikselme bulmuslardir (Larguinho vd., 2013).

Mytilus galloprovincialis (kara midye) de LCso (96 h) degeri yaklasik 400 mg/L
olarak bulunmustur. 1-10 mg/L akrilamid kronik maruziyetinde ise lipid
peroksidasyonu, EROD ve GST aktiviteleri anlamli derecede yiikselmis ancak
toplam antioksidan kapasite asilmamustir. Asetilkolin esteraz aktivitesinde ise
norotoksik etkileri gosteren bulgu belirtilmemistir.  Onemli histolojik hasar
goriilmemesine ragmen (solungag sindirim) disi gonadlarin siddetli nekroz ve oosit
atresizi goriilmiistiir (Larguinho vd., 2014).

Disi ve erkek sicanlara akrilamid uygulanmasi sonucunda serum AST, ALT, LDH,
trigliserid diizeylerinde kontrole gore onemli derecede yiliksek bulunmustur. Elde
edilen bu bulgular sonucunda uzun siireli akrilamid alinimi karaciger biyokimyasi ve
patoloji izerinde olumsuz etkilerinin oldugu gosterilmistir (Yerlikaya vd., 2012).
Yapilan caligmalarda akrilamid farelerde, tiroid ve bobrek {istli bezlerinde, rahimde
ve cinsel organlarda tlimorlerin biiylimesini tegvik etmistir. Bu nedenle akrilamidin
diisiik dozlarinin bile hayvanlarda risk olusturdugu, genotoksik ve karsinojen etkiye
sahip oldugu diisiintilmistiir (Sharp, 2003).

Akrilamid fareler ve kemirgenlerin somatik hiicrelerinde gen mutasyonuna ve
kromozomal sapmalara neden oldugu, ayrica deney hayvanlarin ilireme sistemini
etkileyerek, dogurganligi azalttig1 gibi kisirliga da neden oldugu bildirilmistir (Tamer
ve Karaman; 2006). Akrilamid fareler iizerinde karsinojenik etkiye sahip olmasina

ragmen, insanlar i¢in aynt durumun sdz konusu olabilmesi i¢in akrilamid alim

15



seviyesinin daha yiiksek dozda olmasi gerekmektedir. Yapilan tiim calismalarda
belirli bir popiilasyon i¢in sonuglar elde edildiginden, bu sonuglar kanserojen etkiye
sahiptir demek i¢in yeterli degildir (Tamer ve Karaman; 2006).

Farelerle yapilan 8 giinliik bir ¢alismada, akrilamidin 50 mg/kg’inin felce neden
oldugu belirtilmistir (Shanker ve Seth,1986). Yine bir baska ¢alismada akrilamidin
insan viicudunda, mutajenik ve kanserojenik oldugu diisiiniilen glisidamide
dontstiigii belirtilmektedir (Claeys vd., 2005). Akrilamid uygulanan canlilarda
glutatyon-S-transferaz diizeyinde ilging bir sckilde azalma gbzlemlenmistir.
Detoksifikasyonda 6nemli rol oynayan glutatyon-S- transferazin azalmasi sonucunda
memelilerde felg belirtileri gelismeden dnce depresyonun gelistii gézlemlenmistir
(Shanker ve Seth, 1986).

Sucul ekosistemlerde yasayan canlilarin genel saglik durumunun iyi olabilmesi i¢in,
sulara karisan akrilamidin miktarmin bilinmesi gerekmektedir. Akrilamidin sucul
ekosistemlerde hangi seviyede olmasi gerektigi tam olarak bilinmemekle beraber, bu
ekosistem ig¢inde yasayan canli tirlerinin farkli dozlardan etkilenebilecegi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda burada yasayan tiirlerin yasamini sonlandiran LCsg
(6ldiirticii dozun) degerinin, tiirler arasinda farklilik gosterebilecegi gibi tiir i¢inde de
canlilarin  biyiik ve kiicik olma durumuna gore bile degisebileceginden
bahsedilmistir. Koca kafa goyan baligi (Heteropneustes fossilis) ile yapilan
aragtirmada 96 saat i¢in LCsg degerinin 124 mg/L oldugu belirtilirken, 56 mg/L nin
bu baliklarda herhangi bir etkiye neden olmadigi bildirilmistir. Japon baliklariyla
yapilan bir diger caligmada ise 30 giinliik siire icin LCsp degerinin 50 mg/L oldugu
bildirilmistir (Shanker ve Seth, 1986). H. fossilis (fosil yayin baligi) ile yapilan
calisgmada LCso degeri belirlenememistir. Tiim baliklar 24 saat sonunda Slmiistiir.
Yapilan bu ¢alismada gecen siire zarfinin ilk kisminda baliklarda herhangi bir stres
belirtisi gézlenmemis olmasina ragmen, geri kalan tiim siirede kuyruk ve ytizgeclerde
hareket kayb1 gbzlemlenmistir (Shanker ve Seth, 1986).

Gokkusagi alabaliklariyla (Onchorhynchus mykiss) yapilan 96 saatlik bir ¢alismada,
altt gruba ayrilan baliklar farkli dozlarda akrilamide maruz birakilmistir. Calisma
sonucunda 10 mg/L uygulanan baliklarin sekonder lamellerinde kisalma ve birlesme
(flizyon) ve epitel hiicrelerinde nekroz gozlemlenmistir. Ayrica elektron
mikroskobuyla incelendiginde klorid hiicrelerinin mitokondriden yoksun oldugu
belirtilmistir (Albassam vd., 1987).
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Deney hayvanlariyla yapilan bir baska caligmada ise akrilamidin monomerik
formunun sinir sistemi ve lireme sisteminde timdr olusumuna neden olabilecegi
belirtilmistir (Johnson vd., 1986; Yang vd., 2005). Yapilan calismalar sonucu
akrilamidin deney hayvanlar1 ve insanlar i¢in norotoksik oldugu gosterilmistir
(Sickles vd., 1976; Spencer vd., 1978).

Ayrica deney hayvanlariyla yapilan bir ¢ok c¢aligmada benzer sonuglar elde
edilmigtir. Channa punctatus ile yapilan akut toksisite deneyinde krom tuzu
kullanilmis olup 96 saat i¢in LCsy degerinin 41.75 mg/L oldugu tespit edilerek
karaciger dokusunda; vakuollesme, hepatositlerde piknotik c¢ekirdek olusumu,
bobreklerde; bobrek tiiblilerindeki epitel hiicrelerinde artis, vakuollesme,
solungaclarda ise 6dem olusumu, nekroz, sekonder lamelde dokiilmeler, hiperplazi
gozlemlenmistir (Mishra vd., 2008). Moringa oliferanin toksik etkisinin
belirlemesinde deney hayvani olarak kullanilan Cyprinus carpio’larla akut ve
subkronik c¢alisma yapilmistir. Akut ¢alisma sonucunda hemoglobin, hematokrit,
RBC, sayisinda kontrole oranla bir diislis gozlemlenirken, subkronik ¢aligmada ise
Hb, Het ve RBC iki fazli bir yanit gostermistir. WBC ve MHC diizeyinde kademeli
bir artis deney boyunca (35 giin) kaydedilmistir. MCV degeri en ¢ok 28. giiniin
sonunda yiizde olarak yiiksek c¢ikmistir (% 21.36). Ayrica her iki ¢alismada da
plazma protein seviyelerinde kontrole oranla diisiis gozlemlendigi bildirilmistir
(Kavitha vd., 2009). Agir metallerle yapilan birgok ¢alismada 6rnegin kursun ve
kadmiyum ile yapilan ¢alismalarda benzer sonuglarin elde edildigi rapor edilmistir.
Kursun maruziyeti sonucunda solungag¢ lamellerinde genellikle fiizyon goériiliirken,
kadmiyuma maruz kalma sonucunda vakuollesme ve kan damarlarinda tikanikliklar
gbzlemlenmistir (Patnaik vd., 2010).

Yukarida verilen literatiir bilgisi sonucunda akrilamidin sucul toksisitesi konusunda
cok sinirlt veri bulundugu anlasildigindan, bu arastirma sucul sistemin indikator tiirti
olan sazan baligina iki doz diizeyinde akrilamidin subletal etkisini arastirmak

amaciyla yapilmstir.
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3.2. Solungac¢ Histopatolojisi

Birg¢ok arastirmaci solungaglarda yaygin olarak goriilen patolojileri iki grup altinda

toplamaktadir;
1-Toksik maddelerin dogrudan zararl etkileri (Erkmen, 1997; Laurent vd., 1980).

2-Baliklarin kirleticilere karsi olusturduklar1 savunma tepkileri (Morgan vd., 1973;
Erkmen, 1997).

3.2.1 Toksik maddelerin dogrudan zararh etkileri

Bunlar genellikle geri doniisiimii olmayan, doza bagimli solunum epitelinde ortaya

¢ikan lezyonlardir.

A. Nekroz; Membran zedelenmesi siddetli oldugunda, enzimlerin lizozomlardan
digar1 sizmast, sitoplazmaya ge¢mesi ve hiicreyi sindirmesi ile nekroz meydana gelir
(Mallatt, 1985; Ucar vd., 2008). Nekrotik hiicreler membran biitiinliigiinii koruyamaz
ve ¢ogunlukla icerikleri disar1 ¢ikar. Iskemi, toksinler, enfeksiyonlar ve travma gibi

sik karsilasilan pek ¢cok zedelenmede ana hiicre 6liim yolu nekrozdur.

Lepistes reticulatus baliklariyla yapilan 96 saatlik ¢aligmada zeta sipermetrinin LCsg
degeri 21.35 pg/L olarak belirlenmis ve farkli dozlardaki (15, 20, 26, 35 pg/L) zeta
sipermetrinin solunga¢ dokusunda meydana getirdigi histopatolojik degisiklikler
incelenmistir. Solungaclarda hiperplazi, sekonder lamellerde kisalma ve nekroz

gozlemlenmistir (Caligkan vd., 2003).

B. Epitelde kopma; Yiiksek kirletici maruziyetinin neden oldugu epitel
biitiinligliniin bozulmasidir (Mallatt, 1985, Ugar vd., 2008). Sazan baliklariyla
(Cyprinus carpio) yapilan akut toksisite ¢alismasinda deltametrinin solungag ve
bobrek dokusunda meydana getirdigi histopatolojik degisiklikler arastirilmustir.
Deltametrinin 96 saat i¢in LCso degeri 0,041 mg/L olarak belirlenmistir. Farkli
dozlarda (0,029, 0,041, 0,058 mg/L) deltametrin uygulanmasi sonucunda bobreklerde
piknotik ¢ekirdek olusumu, liimenlerin daralmasi, epitel hiicrelerinde dejenerasyon
ve vakuollesme, solungaclarda ise epitel dokuda kopma, 6dem olusumu, hiperplazi,

lamellerin birlesmesi ve nekroz gézlemlenmistir (Cengiz, 2006).
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3.2.2. Baliklarin kirleticilere karsi olusturduklar: savunma tepkileri

Bu histopatolojik degisiklikler, istenilmeyen etkilere sahip toksik maddelerin
solungaglara girisini yavaglatmaya hizmet eder. Geri doniisiimii miimkiin
degisimlerdir.

A. Hipertrofi: Hiicre ve organlarin boyutundaki artmadir. Burada yeni hiicre
olusumu s6z konusu degildir, sadece yapisal proteinlerin ve organellerin artmasiyla
irilesen yeni hiicreler vardir (Ugar ve Atamanalp, 2008). Gokkusagi alabaliklariyla
yapilan akut toksisite c¢alismasinda mantar ilacinin solunga¢ dokusu {izerine
histopatolojik etkileri incelenmistir. Mantar ilacinin farkli dozlarinin uygulanmasi
sonucunda solungaglarda hipertropi, hiperplazi, lamellerin birlesmesi ve nekroz

olusumu gozlemlenmistir (Boran vd., 2010).

B. Hiperplazi: Sekonder lamellerde yer alan epitel hiicrelerinin komsu lamellerin
arasini dolduracak sekilde asir1 ¢ogalmasi durumudur (Morgan vd., 1973; Erkmen,
1997). Hiperplazi olusumu bir¢cok pestisit uygulamasina maruz kalmis baliklarin
solunga¢ lamellerinde goriilen patolojik bir durumdur (Gill vd., 1998). Lamellar
epitelde olusan hiperplazi, sudaki kirleticilerin solungaclardaki kan akisina
ulasabilmesi i¢in gereken diflizyon mesafesinin artisini saglayarak, solungaclar
Kirleticilerin etkisinden koruma amag¢hdir (Mallat, 1985; Salamat vd., 2012).
Oreochromis niloticus baliklariyla yapilan akut toksisite ¢alismasinda organofosforlu
pestisitlerden fenithrothionun farkli dozlari (0,1 ve 0,5 mg/L) uygulanmistir.
Fenithrothionun 96 saat i¢in LCso degeri 0,84 mg/L bulunmustur. Farkli dozlarda
fenitrothin uygulanmasi sonucunda beyin, testis, bobrek, karaciger ve solungag
dokusunda c¢esitli histolojik bulgulara rastlanmistir. Solungaglarda hiperemi,

hiperplazi, lamellerde birlesme ve telengiektazi goriilmiistiir (Benli vd., 2009).

C. Lamellerde birlesme: Lamellar birlesme bir¢ok arastirict tarafindan
tanimlanmistir.  Lamellar birlesme  solungaglara daha saglam bir yap1
kazandirmaktadir (Erkmen, 1997). Sekonder lamellerde gozlenen bu birlesme, zarar
goren solungag¢ ylizey alan miktarmin azalmasimi saglayan koruyucu bir olusumdur
(Mallatt, 1985; Erkmen, 1997; Salamat vd., 2012). Oreochoromis niloticus
baliklariyla yapilan alt1 haftalik ¢alismada amonyagin farkli dozlarinin (1, 2, 5 ve 10
mg/L) karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularindaki histopatolojik etkileri

incelenmistir. Solungaglarda hiperemi, sekonder lamellerde birlesme, kloriir
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hiicrelerinde ¢ogalma, telengiektazi goriilmiistiir. Ayrica karaciger ve bobrek
dokularinda hiperemi, hiicrelerde sisme, glomerulonefrit (nefronlarin iltihaplanmast)

belirlenmistir (Benli vd., 2008).

D. Clavete lamel (Telengiektazi): Suda bulunan kirleticilerin yol agtig1 tahris edici
reaksiyonlar sonucunda sekonder lamellerde gdzlenen patolojik bir olusumdur
(Erkmen, 1997; Ugar, 2008). Sekonder lamelde yer alan kan damari ¢eperinin
zayiflatilmis noktalarinda meydana gelen sislik olarak da tanimlanir. Yapilan
calismalarda lamellar birlesme ve clavete lamel olusumu, baliklarin kirleticilere karsi

olusturdugu savunma tepkilerine 6rnek verilebilir (Mallatt, 1985; Salamat vd., 2012).

Piaractus mesopotamicus baliklariyla yapilan akut toksisite ¢alismasinda glifosat
herbisitinin 48 saat i¢cin LCsp degerinin 3,74 mg/L oldugu belirtilip, karaciger ve
solungaglarda bir ¢ok histopatolojik durum gozlemlenmistir. Solungaglarda
hiperplazi, hipertrofi, mukus hiicrelerinde ¢ogalma goriilmiistiir (Shiogiri vd., 2012).
Suudi Arabistan’da Hanefi ¢ayinda Tilapia baliklartyla (Oreochromis sp.) yapilan
aragtirma sonucunda ise solungaglarda bir ¢ok histopatolojik durum gozlemlenmistir.
Solungag lamellerinde (sekonder lamellerde) anormal olusumlar, lamellerde birlesme
(flizyon), epitel ayrilmasi, 6dem olusumu, nekroz gozlemlenmistir. Klorid (kloriir)

hiicrelerinde ve mukus hiicrelerinde biiytime oldugu belirtilmistir (Sorour ve Harbey,

2012).
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Sekil 3.1. Balik solungaglarinda kirleticilerin etkisine bagli olarak olusan histopatolojik
bozukluklar; a: Normal sekonder lamella yapisi; 1: Epitel ayrilmasi, 2: Nekrozis, 3: Lamellar birlesme
(c-d), 4: Hipertrofi, 5: Hiperplazi, 6: Epitel kopmasi, 7: Mukus sekresyonu, 8: Clavete lamella (e), 9:
Vaskular tikaniklik, 10: Mukus hiicre proliferasyon, 11: Klorid hiicrelerin erken hasara ugramasi, 12:
Klorid hiicre proliferasyonu, 13: Epitelde l6kosit infiltrasyonu, 14: A; Lamellar kan siniisiinde
daralma (Mallat, 1985°den).
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4. MATERYAL VE METOD
4.1 Materyal

4.1.1 Akrilamid

Calismamizda CAS numarast 79-06-1 olan, ticari akrilamid (Merck, Darmstadt,
Almanya, kat.no 1.10784.1000, molekiil agirlig1 71.07 g/mol) kullanilmistur.

1.10784.1000 Tk
—_—
le

Sekil 4.1. Akrilamid.

4.1.2 Akvaryum iinitelerinin hazirlanisi ve su kalite kriterlerinin belirlenmesi

Yapilan ¢alismada 300 L hacimli cam akvaryumlar kullanilarak, deney Oncesinde
tim akvaryumlar sodyum hipoklorid ile dezenfekte edilmistir. Akvaryumlara
aktarilacak olan su ana sebekeden alinarak ilk olarak suyun kaba atiklardan
temizlendigi filtreden, ikinci olarak suyun pH, ¢6ziinmiis oksijen ve klor bakimindan
ayarlandig1 filtreden gegirilerek depolanmasi saglanmistir. Depolanan su pompalar
aracilifi ile akvaryumlara aktarilmistir. Daha sonra aktarilan su {i¢ giin
akvaryumlarda bekletilerek ve hava filtreleri ¢alistirilarak, ortamin ¢oziinmiis oksijen
miktar1 7 ppm, pH yaklasik 7,2-7,4 olana kadar ayarlanmis ve deneyde kullanilacak

baliklar ortama alinmastir.



4.1.3 Deneyde kullanilan kimyasal malzemeler

Bu calismada ksilen, %95-98 teknik etil alkol, %99.8 absoliit etil alkol, glasial asetik
asit (Sigma Aldrich), hematoksilen (Merck), Entellan, HCI, eozin (J.T. Barker),
potasyumalum KAI(SO,)2.12H,0 kullanilmstir.

4.1.4 Deneyde kullanilan alet ve cihazlar

Deneysel ¢aligmalar boyunca hassas terazi, pH metre, diseksiyon seti, lam, lamel,
piset, TP 1020 doku takip cihazi (Leica), EG 1160 doku bloklama cihazi (Leica), RM
2125RT mikrotom (Leica), HI 1220 isitic1 tabla (leica), DM 4000 BL arastirma

mikroskobu (Leica) kullanilmustir.

Sekil 4.2. Doku takip cihazi.
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Sekil 4.3. Doku bloklama cihazi.

Sekil 4.4. Sicak su banyosu ve 1sitici tablo.
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Sekil 4.5. Mikrotom.

4.1.5 Baliklarin temini ve deneysel gruplarin kurulmasi

Deneyde kullanilan sazan (Cyprinus carpiol758 L.) baliklart Orman ve Su Isleri
Bakanlhign DSI 7. Bolge Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri

[stasyonundan hibe yolu ile temin edilmistir.

Uygulama oncesinde baliklar diizenli olarak 300 L’lik akvaryumlarda 15-20 giin
pelet yem ile beslenerek ortama adaptasyonlari saglanmistir. Ortalama agirliklar:
59,82 +10,38 g boylar1 16,76 &= 0,90 cm olan jiivenil baliklar kullanilmistir. Her biri 7
balik igeren 3 grup olusturulmustur. ilk gruptaki baliklar kontrol grubunu
olusturmus, ikinci grup baliklara 10 mg/L akrilamid, {igiincii grup olan baliklara ise
50 mg/L akrilamid uygulanmistir. Stok akrilamid ¢6zeltisi ve sulandirmalarla elde
edilen doz ¢ozeltileri distile su i¢inde hazirlanmistir. Baliklar 96 saat boyunca 7 ppm
¢oziinmiis oksijen doygunlugunda, 7,2-7,4 pH'da 18-20°C sicakliktaki suda bu

uygulamaya maruz birakilmistir.
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4.1.6 Hayvan deneyleri yerel etik kurul izni

Deneylerde kullanilan sazan baligi igin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri yerel
etik kurulu tarafindan onaylanan, 26-05-2014 tarihli 06 sayil1 protokol uygulanmistir.
Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel etik kurulu ve Diinya Tip toplulugu
Helsinki deklarasyonunda bulunan deneysel prosediirler ig¢in belirlenmis prensipler

kilavuzu izlenmistir.

4.1.7 Arastirma birimi

Bu calismanin akrilamide maruziyet deneyleri, Gazi Universitesi, Gazi Egitim
Fakiiltesi, Ekotoksikoloji Laboratuvarinda; deneylerin devami ise Aksaray
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi akvaryum

sisteminin oldugu laboratuarda gergeklestirilmistir.

Sekil 4.6. Akvaryum {initeleri.
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Sekil 4.7. Akvaryum {initeleri.

4.2 Metod

4.2.1 Akrilamide maruz kalan baliklarin makroskopik incelenmesi

Iki doz seviyesinde (10 ve 50 mg/L) akrilamide maruz birakilan sazan baliklarinda
deney siiresince Oliim goriilmemis, baliklar makroskobik incelemede saglikli
bulunmustur. Sazan baliklar1 buz anestezisi altinda disekte edilerek solungag

dokular1 hasara ugratilmadan ¢ikarilmstir.

4.2.2 Histolojik incelemeler

Disekte edilen solunga¢ dokular1 doku takip kasetine ayri ayri konularak %10’luk
formaldehit ¢ozeltisinde fikse edilmistir. Daha sonra dokunun suyunun tamamen
alinmasi, dokunun saydamlastirilmasi ve emdirme (parafin) amaci ile tiim dokular
strayla doku takip cihazina konulmustur. Bu islemden sonra dokular doku bloklama
cihazinda parafine gomiilerek kesime hazirlanmigtir. Hazirlanan bloklar 5 pum
kalinliginda kesilerek hazirlanan preparatlar solungaglarda akrilamide bagli olarak
histopatolojik bir degisimin meydana gelip gelmediginin saptanmasi igin
Hematoksilen & Eosin boyasi ile boyanmustir. Entellan damlatilarak lamel ile

kapatilan preparatlar arastirma mikroskobunda incelenmistir.
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Sekil 4.8. Aragtirma mikroskobu.
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5.BULGULAR

Akrilamidin farkli subletal dozlarina maruz birakilan (10 ve 50 mg/L) sazan baliklar1
(Cyprinus carpio 1758 L.)’na ait solunga¢ dokular1 rutin histolojik islemlerden
gecirildikten sonar Hemotoksilen ve Eosin (H&E) ile boyanmis ve 1sik
mikroskobunda histopatolojik yonden incelenmistir.

10 ve 50 mg/L akrilamide subletal dozda 96 saat siiresince maruz birakilan sazan
baliklarinin solunga¢ dokularinda tespit edilen histopatolojik degisiklikler Cizelge
1'de verilmistir.

Yapilan histolojik incelemeler sonucunda, kontrol grubu sazan baliklarinin solungag
doku orneklerinde, primer lamel ve sekonder lamel bolgelerinde herhangi bir yapisal

dejenerasyon gozlenmemistir (Sekil.1).

Sekil 5.1 Kontrol grubu sazan baliklarinda solungagin normal histolojik yapisi.
PL- primer lamel, SL- sekonder lamel, K- kikirdak doku Boya: H&E.



Cizelge 1. Akrilamidin subletal dozlarina (10 mg/L ve 50 mg/L) 96 saat siire ile
maruz kalan sazan (C. carpio 1758 L.) baliklarinin solungag dokularinda
gozlenen histopatolojik degisiklikler.

Solungac¢ dokusunda gozlenen histopatolojik degisiklikler Kontrol | 10 mg/L | 50 mg/L

1. Dolagimla ilgili -Hiperemi (kanama) ) ++ +++
meydana gelen
degisiklikler -Telengiektazi } - ++
- Sekonder lamel epitelinde -
++ +++
ayrilma ve dokiilme
2. Dejeneratif degisiklikler | Kikirdak doku hasari - + +
- Mukus salgisinda artig ) + ++
- Sekonder lamellerde kisalma ) ++ ++
3. Proliferatif Degisiklikler
-Sekonder lamellerde birlesme ) + ++
4. Yangisal Degisiklikler - Sekonder lamellerde 6dem ) ++ +++

(-): Histopatolojik degisiklik yok, (+): Histopatolojik degisiklik goriilme siklig.

Uygulama grubu sazan baliklarinin solungag¢ dokulari kontrol grubu baliklarla
karsilagtirilmis, dort farkli dejeneratif grup (dolasimla ilgili degisiklikler, dejeneratif
degisiklikler, proliferatif degisiklikler, yangisal degisiklikler) altinda topladigimiz
bircok histopatolojik degisiklik saptanmistir. Tespit edilen bu degisiklikler her bir
uygulama grubuna ait balik orneklerinde farkli sikliklarda olmakla birlikte, hemen
hemen biitiin baliklarda kaydedilmistir. Histopatolojik bulgular doza bagli olarak

arti gostermistir.

5.1 Dolasimla Ilgili Meydana Gelen Degisiklikler

Dolagimla ilgili meydana gelen bozulmalar kan ve doku sivi akisinin patolojik
durumu sonucunda gelisir. Bu gruptaki histopatolojik degisikliklerden hiperemi
(kanama) kontrol grubunda gozlemlenmemistir. Akrilamid uygulanan diger

gruplarda ise doz artigina bagli olarak hiperemi artis gostermektedir (Sekil 5.2). Bu
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grupta meydana gelen bir bagka bozulma ise telangiektazidir (Sekil 5.2). Kontrol ve
10 mg/L akrilamid grubunda gézlemlenmezken, 50 mg/L akrilamid uygulanan deney

grubunda telangiektazinin 6nemli oranda gézlenmesi dikkat ¢ekmistir.

Sekil 5.2 10 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solungag¢ dokularinda g6zlenen hiperemi
(y1ldiz) ve sekonder epitelde ayrilma (ok basi), Boya: H&E.
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Sekil 5.3 50 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda gézlenen
sekonder lamelde telengiektazi (ok) olusumu, Boya: H&E.

5. 2 Dejeneratif Degisiklikler

Kontrol grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda herhangi bir dejeneratif
degisiklik gézlenmemistir. Sekonder lamel epitelinde ayrilma ve dokiilme (Sekil 5.4)
doza bagli olarak artis gostererek 50 mg/L akrilamid uygulanan gruptaki baliklarda
bu oran en yiiksektir. Her iki uygulama grubunda da primer lamelde kikirdak doku
hasar1 (Sekil 5.5) tespit edilmistir. Ayrica primer lamel epitelinde bulunan mukus

hiicrelerinde (Sekil 5.6) kontrole oranla artig gozlemlenmistir.
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Sekil 5.4 10 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda gozlenen sekonder
lamelde birlesme (0k) ve epitelde ayrilma (yildiz), Boya: H&E.

Sekil 5.5 50 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda gézlenen primer
lamelde kikirdak doku hasar (y1ldiz), Boya: H&E.
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Sekil 5.6 50 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda gézlenen primer
lamelde mukus hiicre artis1 (ok), Boya: H&E.

5.3 Proliferatif Degisiklikler

Kontrol grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda herhangi bir proliferatif
degisiklik gozlenmemistir. Uygulama grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda
sekonder lamellerde birlesme ve tamamen diizlesme (hiperplazi) (Sekil 5.7) ve
lamellerde kisalma (Sekil 5.8) gozlemlenmistir. Ancak doza bagli olarak artig
gosteren proliferatif degisiklikler, 50 mg/L akrilamid uygulanan grupta daha fazla

gbzlemlenmistir.
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100 um

Sekil 5.7 50 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solungag dokularinda gézlenen sekonder
lamelde birlesme (ok basi) ve epitelde diizlesme (ok), Boya: H&E.

5.4 Yangisal Degisiklikler

Kontrol grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda herhangi bir yangisal
degisiklik gozlenmemistir. 50 mg/L akrilamid uygulanan grupta lamellerde 6dem
(Sekil 5.8) olusumunun daha fazla oldugu saptanmustir.

S

100 um‘

Sekil 5.8 50 mg/L akrilamid grubu sazan baliklarinin solunga¢ dokularinda gézlenen sekonder
lamelde 6dem (ok basi) ve kisalma Boya: H&E.

35



6. TARTISMA VE SONUC

Sucul ortamda var olan bir¢ok kirletici maddenin subletal diizeyleri ile yapilan akut
toksisite deneyleri, baliklarda kirletici etkilerinin ilk sonuglarin1 gostermesi
bakimindan son derece onemli c¢alismalardir (Erkmen, 2000; Caliskan vd., 2003;
Yildirim vd., 2006; Benli ve Ozkul, 2010; Erkmen vd., 2017). Sucul sistemlerdeki
bircok kirletici kisa veya uzun vadelerde subletal diizeylerdedir. Bu diizeyler balik
Oliimlerine yol a¢madiklari igin genellikle farkedilmezler; fakat bu tip etkilerin
sonuglart morfolojik ve fizyolojik olup, canlilarin uyum giiciinde azalmaya ve

hastaliklara neden olurlar.

Birgok kirletici maddenin toksik etkilerini ortaya koymak amaciyla hem dogal ortam
hem de deneysel kosullarda ¢esitli biyobelirtegler kullanilmaktadir (Laporte, 2002).
Kimyasal ve fiziksel parametrelerin Olgiimii ve degerlendirilmesinin yani sira,
histopatolojik biyobelirtecler organizmalar iizerine kirleticilerin subletal etkilerinin
indikatdrleri olarak kullanilabilirler (Au, 2004). Hiicresel degisiklikler kirleticilere
uzun siire maruziyetin kiimiilatif olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal sonuglarini
ifade eder (Hinton ve Laurent, 1990). Hiicre yapisindaki patolojik degisiklikler ise
detoksifikasyon, solunum, osmoregiilasyon ve iireme gibi O6nemli biyolojik
stireglerde bozulmaya yol acarak organ fonksiyonlarina zarar verebilir (Au, 2004).
Gozlemlenen bu patolojiler ise hayatta kalmayir zora sokan ve sonu¢ olarak

populasyon yapisini bozarak tiim ekosistemi etkileyen degisimlerdir (Fry, 1971).

Giliniimiizde histopatoloji, hayati fonksiyonlar iizerine kirletici etkilerinin
arastirilmasinda ve hiicre, doku ve organlarda meydana gelen erken degisimlerin
saptanmasinda 6nemli bir ara¢ olarak goriilmekte ve uzun yillardir kullanilmaktadir
(Abdollah Pour, 2010). Sucul ortamdaki kontaminantlarin zararh etkilerinden dolayi,
baliklarin  ¢esitli ksenobiyotiklere kars1 verdikleri histo-sitolojik tepkilerin

arastirtlmas1 ve karakterize edilmesi zorunlu hale gelmistir (Hinton, 1990).
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Ksenobiyotiklerin baliklar tarafindan sudan alinimlar1 temel olarak solungaclarin
transfer kapasiteleri ve bilesiklerin fizikokimyasal 6zellikleri ile belirlenir (Randall
vd., 1996). Sucul canlilar i¢in solungaglar, ayr1 ayr1 gegirgenlik ve engelleme
kabiliyetleri ile kirletici maddelerin sudan alimlarin1 belirleyen tipik biyolojik
bariyerlerden birisidir (Laporte, 2002). Balik solungaci, solunum, osmoregiilasyon,
asit-baz dengesi ve azotlu atiklarin bosaltimi gibi birgok onemli fonksiyonu yerine
getiren ¢ok fonksiyonlu bir organdir (Au, 2004). Solungag yapisi, sudaki kirleticilerle
dogrudan ve siirekli temas saglayan genis bir yiizey alani saglar. Dolayisiyla bu
organ sudaki kirleticilere karsi son derece biiyiik bir hassasiyete sahiptir (Oliveira
Ribeiro, 2006) ve kirleticiler i¢in baslica hedef organ olarak kabul edilir (Camargo,
2007). Solungaclar, kontaminant maruziyetinin en Onemli histolojik biyobelirte¢
organidir (Hinton ve Lauren, 1990; Van Dyk vd., 2009). Bu organda meydana
gelecek herhangi bir hiicresel degisiklik tiim balik sagligini onemli derecede

etkileyecek olaylar1 baslatacaktir (Schlacher vd., 2007).

Bir¢ok laboratuvar ve alan calismasi, baliklarin biyolojik 6zelliklerinin (cinsiyet ve
yas) veya mevsimsel faktorlerin balik solungacinin stres/kirletici maruziyetine
vermis oldugu tepkileri etkilemedigini gostermektedir. Dolayisiyla solungag
histopatolojisi, doku preparasyonu zaman alict olmasima ragmen, genel cevresel

kirlenmenin timit vaat eden biyobelirteci olarak kabul gérmistiir (Mela vd., 2007).

Yapilan bu ¢alismanin sonuglarina gore, akrilamid sazan (Cyprinus carpio 1758 L.)
solungaglarinda gaz degisiminin azalmasina neden olan 6nemli histopatolojik
degisimlere neden olmustur. Bu histopatolojik degisiklikler ise dort alt grupta
(dolagimla 1ilgili degisiklikler, dejeneratif degisiklikler, proliferatif degisiklikler ve
yangisal degisiklikler) smiflandirilarak incelenmistir. Tespit edilen solungag
lezyonlar1 akrilamid konsantrasyonuna bagli olarak hafiften siddetliye dogru bir
aralikta siralanmigstir. Bulgularda goriildiigii gibi, sazan son derece direngli bir tiir
olmasina ragmen, en diisiik akrilamid konsantrasyonunda (10 mg/L) dahi normal
solungac yapist etkilenmistir. Yapilan calismada solungaglarda tespit edilen
histopatolojik degisikliklerin biiylik bir cogunlugu genis bir yelpazedeki farklh
maruziyet sartlar1 altindaki farkli balik tiirlerinde de rapor edilmistir (Boran vd.,
2010; Joseph ve Raj, 2011; Abalaka vd., 2015). Dolayisiyla Oyle goriiniiyor ki,
gozlenen histopatolojik degisiklikler, bu ¢alismada dikkate alinan akrilamid
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konsantrasyonlarina karsi spesifik ve smirli toksik tepkilerden ziyade, strese karsi
olusan fizyolojik modifikasyonlar olarak kabul edilebilir. Tespit edilen epitelde
ayrilma ve dokiilme ile gelisen 6dem, telengiektazi, epitel hiicrelerinde hiperplazi ve
hipertrofinin yanisira sekonder lamellerdeki kismi birlesme (lamellar birlesme) petrol
bilesikleri, organofosfatlar, sentetik piretroitler, plastiklestiriciler ve agir metaller
gibi diger birgok kimyasala kars1 solungaglarin verdigi alisilagelmis tepkiler olarak
kabul edilebilir.

Sucul canlilarda stres reaksiyonlarinin baglamasina neden olan faktorler ¢ok ¢esitli
olup; akrilamid gibi organik veya inorganik kimyasallar ve hatta endise yaratan
kirleticilerde oldugu gibi karisim halinde (kokteyl) etkisi bulunabilir. Japon
baliklariyla (Carrasius auaratus) yapilan ¢alismada akrilamidin farkli dozlarmna (10-
200 mg/L) 96 saat boyunca maruz kalma sonucunda biyokimyasal savunma
gerceklesmesine ragmen karacigerde ve pankreatik dokuda ciddi zararl sonuglar elde
edilmistir. Calisma sonunda karaciger dokular1 incelendiginde 50 mg/L akrilamid
uygulanan grupta belirgin lezyonlar olusmamisken, pankreas dokusunda diizensiz
hiicre olusumlar1 ve lokal hiicre 6liimleri meydana gelmistir. Ayrica endoplazmik
retikulum ve zimojen hiicrelerinde meydana gelen azalmaya bagl olarak renk
olusumunun belirsizginlestigi bildirilmistir. Pankreas dokusunda meydana gelen
degisikler 100-150 mg/L uygulanan gruplarda ayni sekilde devam ederken, karaciger
dokusunda meydana gelen degisiklikler 100 mg/L uygulanan gruptan itibaren
gozlemlenmistir. Karacigerde eozinofilik hiicre olusumlari, vakuoller lipofuksin
benzeri graniiller olusmustur. Ayrica erken evrede apoptosiz s6z konusudur. 150
mg/L uygulanan grupta karaciger dokusunda eozinofilik hiicreler diger diisiik doz
gruplarma oranla artmistir. Iltahap olusumu ve hiperemi gozlemlenmistir. Sonug
olarak her iki organin ksenobiyotikleri depoladigi bilinmektedir. Pankreatik toksisite,
karaciger toksisitesine oranla daha az arastirilmasina ragmen memelilerde akut ve
kronik toksisitenin ilaglarla ve bunlarin metabolitleriyle meydana geldigi
bilinmektedir. Akrilamidin karaciger ve pankreas dahil olmak iizere birgok organ ve
dokuda tiimoér ve timor olmayan degisikliklere neden oldugu belirtilmistir
(Larguinho, 2013). Yapilan bu g¢alismada konsantrasyon arttikca meydana gelen

histopatolojik lezyonlar bizim ¢aligmamizda oldugu gibi artig gostermistir.
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Akrilamidin subletal konsantrasyonlarina (10 mg/L ve 50 mg/L) 96 saatlik maruziyet
sonras1 Cyprinus carpio 1758 L. solungaglarinda tespit edilen baslica degisiklik, bazi
durumlarda lameller aras1 alani tamamen dolduran filament epitelindeki
kalinlagsmadir (Hiperplazi). Bu durumda lamellar epitel daha kisa goriiniir ve lamellar
epitel goriinmez olur. Lamellar epitelde olusan hiperplazi, sudaki Kkirleticilerin
solungaglardaki kan akisina ulagabilmesi i¢in gereken difiizyon mesafesinin artigini
saglayarak, solungaclari kirleticilerin agir1 etkisinden koruma amachdir (Mallat,
1985). Sekonder lamellerde gozlemlenen birlesme ise zarar gorebilir solungag yiizey
alanin1 azaltmaya yonelik bir savunma tepkisi olmakla birlikte, gaz degisimi i¢in
mevcut ylizey alaninin kiigiilmesi kana oksijen aliminin da azalmasina yol agarak
solunumu olumsuz yonde etkilemektedir (Mallat, 1985; Stentiford vd., 2003). Her iki
akrilamid konsatrasyonunda da gézlemlenen epitelde ayrilma ve dokiilme ile gelisen
O6dem kontaminantlara akut maruziyet sonrasi solungaglarda siklikla gézlemlenen ilk
degisiklik olup, dis ortam ve kan akimi arasinda daha biiyiik bir alanin olusumunu
saglayan savunma mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Evans, 1987; Arellano vd.,

1999).

Hiperemi her iki akrilamid konsantrasyonunda goriilmekle birlikte, yiiksek akrilamid
konsantrasyonunda bazi durumlarda telengiektazi gibi vaskiiler degisiklikler
gozlemlenmistir. Subletal maruziyetler sonucunda gelisen ¢ogu solunga¢ hasari
lamellar epiteli etkiler, boylece daha biiylik stresle basa ¢ikmaya ¢alisan baliklarda
kan damarlarinda da bazi degisiklikler gozlemlenebilir. Bu gibi durumlarda zarar
gormiis pillar hiicreleri lameller igerisinde kan akiginin artisina neden olarak,
marjinal kanallarin dilatasyonuna, dolayisiyla da hiperemi, konjesyon ve
telengiektazi olusumuna neden olurlar (Rodriguez, 2002). Bu ciddi ve siddetli bir
lezyondur, diizelmesi miimkiin olabilir ancak epiteldeki degisikliklerden ¢ok daha
zordur (Poleksic, 1994). Pillar hiicrelerindeki bozulma daha fazla kan akigina

dolayisiyla da hiicreler lizerine kontaminantlarin dogrudan etkilerine yol agar.

Diger arastirmacilarin yaptig1r bircok calisma c¢alismamizi destekler niteliktedir.
Laboratuar ortaminda deneysel akrilamid maruziyeti ile balikta yapilan
ekotoksikoloji deneysel caligmalarina rastlanilmadigindan bulgularimizi dogrudan
karsilagtirma imkani olmamistir. Arastirma bulgularimiza benzer histolojik hasar

araziden toplanan (Qarun Go6lii, Misir) Solea vulgaris ve Tilapia zilli baliklarinin kas,
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karaciger, solungag, bobrek ve bagirsak dokularinda bildirilmistir. Karacigerde
vakuolesme, fokal alanlarda nekrotik fibréz bulgulari, hepatositler arasinda
inflamatuar hiicrelerin kiimelenmesi ve damarlarda pihtili olusumlar hiperemik,
dejeneratif, bulmustur (Mohamed, 2009). Solunga¢ dokusunda filament ve sekonder
lamellerde proliferatif, dejeneratif ve nekrotik degisimler ile sekonder lamellerde
O0dem, kan damarlarinda dilatasyon ve daralma son olarakta mukus hiicreleri
proliferasyonu bildirmistir. Benzer hasar bobrek ve bagirsak dokusunda da

gbzlenmistir.

Inorganik bilesiklerde de benzer balik dokusu hasar1 bildirilmistir. Krom tuzunun 96
saat i¢in LCsp degerinin 41,75 mg/L oldugu belirlenen bir baska calismada,
solungaclarda 6dem olusumu, nekrotik bulgular, epitel hiicrelerinde dokiilme,

hiperplazi gozlemlenmistir (Mishra ve Mohanty, 2008).

Yapilan benzer ¢alismalarda kirleticilere dogrudan ya da dolayli olarak maruz kalma
sonucunda, solunga¢ dokusunda meydana gelen bu hasarlarin en biiyligiiniin epitel
dokuda meydana geldigi tespit edilmekle beraber organ fonksiyonlarini
degistirdiginden bahsedilmistir (Paulino vd., 2012). Primer epitelde bulunan mukus
hiicrelerinin toksik maddelerin etkisini azaltmak amaciyla cogaldiklar1 ve yiizey
alanin1 kapladiklar1 gozlemlenmistir (Abalaka vd., 2015; Mallat, 1985). Toksik
maddelere kars1 yapilan bu savunma mekanizmasi gaz aligverisi ve osmoregiilasyonu

engellemistir (Abalaka vd., 2015; Tamse vd., 1995).

Gokkusagi alabaliklariyla (Onchorhynchus mykiss) yapilan c¢alismada, ¢esitli
dozlarda akrilamid uygulanarak (0,5, 1, 10, 50, 100, 150 mg/L) bazi parametrelere
bakilmistir. Solungaclarda nekroz, sekonder lamellerde birlesme, hiicre ¢ogalmasi,
16kosit infiltrasyonu, kloroid hiicrelerinde sisme ve membran biitiinliiglinde bozulma,
aragtirmamizla uyumlu olarak bildirilmistir. Ayrica bilylik baliklarin kiigiik baliklara
oranla toksisiteden daha c¢ok etkilenmesi goze ¢arpan sonuglar arasinda yer almakla
beraber nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bu etkilenme oraninin solunum sikligi

ve yas ile baglantili oldugu diistiniilmektedir (Albassam, 1987).

Deney hayvanlariyla yapilan bir¢cok caligmada akrilamidin bir¢ok doku ve organda
tiimorlere ve cesitli kanser tiirlerine neden oldugu tespit edilmistir (Rice, 2005,
Riboldi, 2014). Sican ve farelerle yapilan ¢calismalar sonucunda genetik yatkinlik goz

onlinde bulunduruldugunda sicanlarin farelere oranla kansere yakalanma riskinin
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daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Rice, 2005). Igme suyu ile akrilamide maruz kalan
farelerde akciger timoriiniin gelismesine neden olurken, sicanlarda testis, troid ve
meme tiimdrlerinin olusumunu tetiklemistir (Bull vd., 1984; Rice, 2005). Yapilan
caligmalarda akrilamid ve glisidamid’in hiicre DNA’sinda genotoksik etki
olusturarak DNA zincirinde kirilmalar, ¢apraz zinCir baglanmalari, baz kaymasi ve
baz degisiklikleri gibi ¢ok ciddi hasarlara neden oldugunu gostermektedir. Aslinda
DNA iizerinde olusan genotoksik etkilerin, akrilamidden ziyade akrilamidin
metaboliti olan glisidamidden kaynaklandigi bildirilmistir. Fare ve siganlara
akrilamid uygulanarak yapilan calismalarda, akrilamidden ¢ok sayida glisidamid
olustugu ve glisidamidin bu hayvanlarin karaciger, akciger ve bobrek DNA’larinin
plirin bazlan ile etkileserek genotoksik etkiler meydana getirdigi gozlemlenmistir.
Sonug olarak akrilamid kromozomal bozulmayr ve DNA kirilmasim tesvik eden

genotoksik bir maddedir (Paulsson vd., 2003; Gamboa da costa vd., 2003).

Kedam ve ark. akrilamid’in ve kadmiyum kloriir’tin farkli dozlarin1 tavuk
embriyolarina uygulayarak, embriyonik karacigerin ve hepatik hiicrelerinin
morfolojisini incelemislerdir. Farkli dozlarda akrilamid (0.1, 0.2, 0.3 mg fizyolojik
salin icinde, tek doz olarak) dollenmis tavuk embriyolarint 8., 9. ve 10. kulucka
giiniinde uygulanmigtir. Uygulamadan 11 giin sonra embriyo karacigeri disekte
edilerek fizyolojik salin ile yikanmis ve Bouin ¢ozeltisi i¢inde fikse edilmistir. Maruz
birakilan embriyolarin karacigerlerinde 0.1 mg dozda hafif hasar goriiniirken 0.2 mg
da piknotik ¢ekirdek olusumu, canli doklarin erken 6liimii, sinlizoidal bosluklarin
cogalmasi, asir1 kanama ve nekrotik hepatositler bulunmustur. Apoptoz baslangici
0.3 mg dozda kesin tespit edilirken yaglanma ve kanama belirtileri ile nekroz 0.2 mg
dakilerle karsilagtirlldiginda daha yogun olarak bildirilmistir. Farkli dozlarda
kadmiyum kloriir (0.01, 0.02, 0.03mg) uygulanan grupta ise benzer sonuglar elde
edilmistir. Karaciger bir¢ok ilacin ve ksenobiyotigin bertaraf edildigi organ olmasi

sebebiyle bu ¢aligmada tercih edilen organ olmustur (Kedam vd., 2012).

Bu calismadan elde edilen bulgular, akrilamide subletal maruziyet sonucunda
Cyprinus carpio solungaglarinin yapisal olarak etkilendigini gostermektedir. Buna ek
olarak bu calismanin sonuglar1 gostermektedir ki, solungaclarda meydana gelen
histolojik ve morfolojik degisiklikler cevresel sartlar hakkinda faydali bilgiler

saglayabilir ve baliklarin genel saglik ve stres durumlarinin degerlendirilmesinde
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spesifik biyobelirtegler olarak kullanilabilirler. Akrilamid ile balikta yapilmis sadece
birkag ¢alisma oldugundan bu arastirma bilime katkis1 olan bu yoniiyle de yenilikgi
bir arastirmadir. Bunun yaninda literatiirde etki mekanizmasi tam bilinmemesine
ragmen molekiiler toksikolojik etkileri hemen hemen hi¢ c¢alisiimamustir. Ileri
arastirmalarda hem etki mekanizmasina yonelik hem de hedef olmayan canlilara

toksik etkilerin belirlenebilecegi ¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir.
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