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YUKSEKLISANS TEZi

AMONYAGA MARUZ BIRAKILAN SAZAN (CYPRINUS CARPIO L. 1758)
BALIKLARINDAKI HISTOPATOLOJIK ve ERITROSIT
MORFOLOJILERINE GILABORU (VIBURNUM OPULUS L.) BITKI
OZUTUNUN ETKISI
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OZET

Bu ¢alismada 4 ve 21 giinliik (akut ve kronik) amonyaga maruz birakilan sazan
(Cyprinus carpio L. 1758) baliklarinda meydana gelen histopatolojik ve eritrosit
morfolojilerindeki degisimlere gilaboru (Viburnum opulus L.) bitki 6ziitiiniin olumlu
veya olumsuz etkileri arastirilmistir.

Kontrol grubu disindaki gruplara tek doz amonyak (5ppm) ve 3 farkli doz gilaboru
bitki oziiti (25 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg) ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmustir.
Uygulama sonucunda karaciger dokularinda hepatositlerde vakuollesme, hiicreler
aras1t mesafede genisleme ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu gézlenmistir. Solungag
dokusunda ise; sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, kisalma, birlesme ve uglarda
comaklasma gozlenmistir. Eritrositlerin incelenmesinde hiicre morfolojisinde;
ekinosit, hipokromi, kiiremsi, orak ve fusiform degisiklikler gozlenirken cekirdek
morfolojilerinde ise; mikroniikleus, c¢entikli, tomurcuklu, loblu ve biniikleus
degisimleri tespit edilmistir. Meydana gelen degisikliklerin tiimii dikkate alindiginda
kontrol grubuna gore 4 ve 21 giinliik siirelerde gilaboru bitki 6ziitii kullanilan grupta
asir1 degisimler gozlenmezken amonyak grubunda doz ve siireye bagl olarak artan
degisimler gozlenmistir. Amonyakla gilaboru bitki Oziitiiniin birlikte kullanildig
grupta degisimler amonyak grubuna gore azalmis olmakla birlikte kontrol grubuna
gore gozlenen degisimlerin fazla oldugu tespit edilmistir. Sonugta; amonyagin
meydana getirdigi degisimlerde gilaboru bitki oziitiiniin olumlu etkileri olmakla
birlikte en iyi dozunun arastirilmasi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu
kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Sazan, Amonyak, Gilaboru, Histopatoloji, Eritrosit morfolojisi.

Mayis, 2019; 81 sayfa



M.Sc. THESIS

THE EFFECTS OF GILABORU (FIBURNUM OPULUS L.) PLANT
EXTRACT ON HISTOPATHOLOGICAL AND ERYTHROCYTE
MORPHOLOGIES IN CARP FISH (CYPRINUS CARPIO L. 1758 ) EXPOSED
TO AMMONIA

Hamiyet POLAT

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Kenan ERDOGAN

ABSTRACT

In this study, positive and negative the effects of viburnum opulus (Viburnum opulus
L.) plant extraction changes in histopathological and erythrocyte morphologies were
investigated when carp fish (Cyprinus carpio L.1758) were exposed to ammonia for
4 and 21 (acute and cronic) days.

Single dose ammonia (5 ppm) and 3 different doses of Viburnum opulus plant extract
(25 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg) were exposed separately and together to groups
outside the control group. As a result of the application, vacuolization of hepatocytes
in liver tissues, widening between cells and mononuclear cell infiltration were
observed. In gill tissue, epithelial separation, shortening, conjugation and clubbing in
the ends were observed in secondary lamellae. In the examination of erythrocytes,
echinocyte, hypochromia, spheroid, sickle and fusiform changes were observed in
cell morphology, while micronucleus, notches, bud, lobed and binucleus changes
were detected in the nucleus morphologies. When all of the changes were taken in to
consideration, there were no excessive changes in the group using Viburnum opulus
plant extract for 4 and 21 days compared to the control group, while increasing
changes were observed in the ammonia group depending on the dose and duration. In
the group where ammonia and Viburnum opulus plant extrat were applied together
the changes were decreased compared to the ammonia group, but the changes
observed changes were higher than the control group. In conclusion, although there
are positive effects of Viburnum opulus plant ectract in the changes caused by
ammonia, it is concluded that new studies are needed to investigate the best dose.

Keywords: Cyprinus carpio, Viburnum opulus, Ammonia, Histopathlogy,
Erythrocyte morphology.

May, 2019; 81 pages
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1. GIRIS

Baliketi ve yag1; gelisim geriligi, depresyon, hiperaktivite, dikkat eksikligi ve bir¢ok
hastalikta sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica temel aminoasitler, yag asitleri (omega3 ve
omega6) ve vitamin bakimindan da oldukga zengin temel bir besindir. Kirmiz1 ete
gore daha faydali ve ucuz olan baliketinin tiiketimi i¢in avlanmanin yaninda kiiltiir
balik¢iligr da iilkemizde oldukg¢a yaygindir. Baliklar su i¢inde yasadigindan, sudaki
olumsuz ¢evresel degisimlerden baliketi ve yaglarida fazlaca etkilenebilmektedir.
Amonyak ozellikle kiiltiir balik¢iliginda balik {iiretilmesi ve et kalitesi iizerine
olumsuz etkileri olan ve hem yemlerle hem de baligin kendi metabolik artiklari
sonucunda bosaltim sistemi ile suya karisan toksik bir madde olarak goze
carpmaktadir. Sularda genellikle amonyak, amonyum iyonu (NH,) seklinde bulunur.
Amonyum iyonize olmamis amonyaga gore daha cok toksik etki gdsterir. Iyonize
olmamis amonyak ise; baliklarin solungac¢ hiicrelerinden dogrudan gegebilen
tehlikeli azotlu bilesiktir. Bu bilesikler baliklarda iireme kapasitesi kaybina, solunum
fonksiyonu bozukluklarina, ¢esitli dokularda histopatolojik degisikliklere (gozde ve
deride kararma, solungag¢ epitellerinde hasar, hiperplazi vb.) neden oldugu ve

biiylimeyi etkiledigi bildirilmektedir (Benli vd., 2008; Igbal vd., 2013).

Alternatif tip bilimlerinde hastaliklarin tedavisinde ¢esitli bitkisel ilaglar
kullanilmaktadir. Gilaboru bitkisi de antioksidan, antikanserojen, antibakteriyel vs.
etkileri olan ve bu amagla kullanilan bir bitkidir. Bilesimindeki etken maddeler
viicuttaki serbest radikallerin atilmasina yardimci olur. Ayrica gilaborunun;
yaglanmay1 geciktirici, mutasyonu engelleyici, kanseri durdurucu, kolestrolii
diisiiriicti, idrar yolu iltihaplarinin temizlemesi, viicuttaki 6demlerin giderilmesi,
kalp-damar ikilisine destek vererek hastalik olusmasinin engellenmesi ve karaciger
hastaliklarina da olumlu etkileri olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (Hanna vd.,

2013).

Bu calisgmanin 6nemi de amonyagin olusturdugu hasarlara karsi gilaboru bitki
Oziitlinlin solunga¢ ve karaciger dokularindaki degisimlere olumlu etkileri yaninda
kan hiicrelerinden eritrositlerdeki ¢evresel faktorlere bagl olarak gozlenen
morfolojik  degisikliklere olumlu etkisi ortaya konmaya ¢alisilmistir. Bu

parametrelerdeki olumlu degisimler ayn1 zamanda balik sagligi iizerine de olumlu



etkiler olusturacagi kuskusuzdur. Balik sagligi i¢cin olumlu olan dozun bulunarak
yem rasyonlarina gilaboru bitkisinin eklenmesi kiiltlir balik¢iliginda problemlerden
biri olan amonyagin hasarin1 ortadan kaldirmasi veya azaltmasi kag¢inilmazdir. Bu

sayede iilke ekonomisine katkilarinin olacagi da gz onilinde bulundurulmalidir.

1.1 Genel Bilgiler
1.1.1 Arastirma konusu kimyasal ve tiirlere ait genel bilgiler
1.1.1.1 Amonyak

Eski Misir’da bulunan Amon Tapinaklarini 1sitmak igin deve tezeklerinin yakilmasi
sonucu ortaya c¢ikan kimyasal maddeler, tavanda tuz ve beyaz kristaller seklinde
amonyum klortir biriktirir ve buna da halk tarafindan“Amon’un tuzu” denilmektedir.
Amonyak su igerisinde iyonize olmus (NH,'-N) ve iyonize olmamis (NHs5-N)
seklinde bulunur. Iyonize olup olmamasi suyun pH ve sicaklik diizeyine baghdur.
Aragtirmalara gore; baliklar yaklasik olarak 100 gr yemden 2,2 gr amonyak

olusturabilmekte ve bunu solungaglarindan disar1 atmaktadirlar (Losordo vd., 1999).

NH,"-N sudaki canlilarin hiicre zarmdan gecemez ama NH3-N sudaki canlilarin
hiicre zarindan gegebilir. Buna bagli olarak da NH3-N suda yasayan canlilarda toksik
etki olusturabilir (Arslan ve Kir, 2006, 2007).

Balik iiretim havuzlarinda kullanim diginda kalan yem, amonyak ve karbondioksit
miktarm1 artirir.  Biriken amonyak oksijeni azalttigi i¢in su kalitesini de
diigirmektedir. Bunun sonucunda da serbest aminoasit seviyesini degistirdigi,
biiylime hizin1 azalttigi, kan protein konsantrasyonunun seviyesini degistirdigi,
oksijen ihtiyacin1 ve amonyak atilimini artirdig1 ve yiiksek oliimlere sebep oldugu
bilinmektedir (Losordo vd., 1999; Rosso ve Thurson, 1991).

1.1.1.1.1 Amonyagin kimyasal yapisi

Basit formiili NH; olan amonyak 1 molekiil Azot ve 3 molekiil Hidrojenden
olusmaktadir. Amonyak; molekiil agirligi 17,03 gram, kaynama noktasi -33,5 °C,
erime noktasi ise -77,7 °C olan gaz halindeki bir bilesiktir. Suda hizli ¢ziiniir ancak
¢ozlinen molekiillerin ¢ok azi suyla tepkimeye girer. Bu sebeple amonyagin sulu

cozeltisi baz Ozelligi gostermektedir. Sudaki ¢o6zeltilerde toplam amonyak



konsantrasyonu iyonlasmamis amonyak (NH;) ve iyonlasmis amonyak (NH,)
toplamidir (TAN). Sularda NHs belirleyicidir ve pH ’ya bagli olarak artar ve
kimyasal formiilii (Sekil 1.1) asagidaki gibidir.

NH, * ©NH," H* (1.1)

HI'T.IH
H

Sekil 1.1. Amonyagin kimyasal formiilii (URL-1).
1.1.1.1.2 Su ortaminda amonyak olusumu

Amonyak, baliklarin metabolik atiklari ve yemleme kaynakli olusmaktadir. iz
miktarlarda olusan amonyak renksiz ve kokusuzdur bu nedenle amonyagin tespit
edilebilmesinin tek yolu diizenli su testlerinin yapilmasidir. Diisiik miktarlardaki
amonyak baliklar tlizerinde strese ve solungac hasarlarina neden olmaktadir. Diisiik
miktarlarda amonyaga uzun siire maruz kalan baliklarda bakteriyel enfeksiyonlar
olusabilir, baliklarin biiyliime performanslari diisebilir ve tesis i¢erisinde yapilan rutin
calismalardan daha fazla etkilenebilirler. Suda yiiksek dozlarda amonyak bulunmasi

ise; baliklarda ani ve agiklanamayan 6liimlere neden olur.

Amonyak miktarinda yiikselme goriildiigli andan itibaren yiikselmenin temel kaynagi
olan yemleme hemen kesilmelidir. Su degerleri normallesene kadar yemleme
yapilmamalidir. Amonyak seviyesinin yiikselmesi zaten baliklar1 strese sokacak ve
yem alimini azaltacaktir. Yemleme yapildigi takdirde fazla yem su parametrelerini
bozacaktir. Balik tarafindan yenilmeyen yemlerin acilen ortamdan uzaklastirilmasi

gerekmektedir (Hamzagebi vd., 2010).

Baliklarin diger canlilara oranla daha fazla disariya attiklart amonyak en kiigiik ve en
basit bilesiktir. Amonyak solunga¢ zarlarindan kolayca gecebilir ve fazla enerji
harcamadan disar1 atilir. Fazla amonyak atilimi da daha fazla enerji gerektirecegi igin

protein kullanimini artirir. Suya amonyagin birakilmasi i¢in ihtiyag duyulan enerjinin



metabolik faaliyetler i¢cin kullanilmasina ve biiylimenin azalmasina neden oldugu

bilinmektedir (Dogan ve Erdem, 2008).

Sudaki toksik olan amonyak konsantrasyonu (mg/L veya ppm) TAN ile garpilarak
bulunur. TAN; amonyum ve amonyagin toplamidir (NH," + NH3) (Brunson vd.,
1997).

Amonyak, sudaki canlilarin gelismesini etkileyen en zehirli azotlu bilesiktir. Sularda
yenilmeyip kalan yemlerle ve baliklarin metabolizma {riinii sonucunda sudaki

miktar1 artmaktadir (Lawson, 1995).

Baliktaki proteinlerin metabolik yikilmasinda son {iriin amonyaktir. Balik, besinleri
beslenme sirasinda sindirir sonra da solunga¢ ve diskilama yoluyla amonyag: disari

atar. Amonyak %80-90 oraninda solungaglardan atilir (Dostat, 1995).

Baliklarin disar1 attigi amonyak miktar1 besin miktariyla dogru orantilidir. Bundan
dolay1 besin miktar1 artarken ayni zaman da amonyak miktarinda da artis gozlenir

(Salin ve Williot, 1991).

1.1.1.1.3 Su ortamindan amonyagin uzaklastirilmasi

Amonyak; gol, akarsu, hali¢ gibi ortamlarda 6trifikasyon ve nitrifikasyon sonucu
ortamdaki oksijen agiginin artmasina sebep olur. Sudaki bu olumsuz etkilerinin
yaninda baliklara toksik etkide bulunmasi nedeniyle su kalitesinde birinci derece

Ooneme sahip parametrelerden biridir.

Canlilarin amonyak maruziyetine karsi dayaniklilign farkliik gosterir. Ornegin;
baliklarda amonyak zehirlenmelerinde yumurta verimi azalir, solunumda artisla
birlikte renk solmasi ve gelisim bozukluklari goriiliir. Bu durumlarin olugsmamasi igin
amonyak detayli bir biyolojik filtrasyon ile temizlenmelidir ve kirlenmenin

giderilebilmesi igin 6n filtre ve dip temizligi ¢ok sik yapilmalidir (Ceylan, 2015).

Amonyak suda serbest formda oldugunda 0,2 mg/L gibi ¢ok diisiik miktarlarda bile
olsa bazi balik tiirlerinin 6liimiine sebep olmaktadir. Ayrica 0,004 mg/L iizerindeki
amonyum konsantrasyonlarina maruz kalan baliklarda karaciger, beyin ve bobrekte
hasarlara, solungaglarda hiperplazi gibi sublethal etkilere sebep olabilecegi
belirtilmistir (Machova vd., 1993).



1.1.1.2 Gilaboru

Diinya iizerinde yetisen 138 meyve tiirtiniin 75’1 Tirkiye’de yetistirilebilmektedir.
Bu da tilkemizi tiir ve gesit yoniinden zengin kilar. Gilaboru da (Viburnum opulus L.)

Tiirkiye’de yetisen meyvelerden biridir (Davis, 1972).

Gilaboru (Viburnum opulus L.) Caprifoliaceae ailesindendir. Bu tiir kisin yapraklarini
doker ve 2 ile 4 m arasinda boyu uzayabilir. Gilaborunun meyveleri tursu, yemis,

recel ve farkli sekillerde tiiketilmek {izere degerlendirilir (Bolat ve Ozcan, 1995).

Gilaboru; Tirkistan, Kuzeybatt Afrika, Avrupa ve Kanada’da yayilim
gostermektedir. Daha genis olarak da Kuzey Afrika ve Avrasya’da dagilim gosterir
(Kr"stev ve Mel'nikova, 1988).

Tirkiye’de yetistiriciler gilaboruyu yaygm olarak tercih etmezler. Gilaborunun
geleneksel tipta farkli alanlarda genis bir kullanimi mevcuttur. Genellikle meyvesi,
kabugu, ¢igegi ve sikilmasi sonucu elde edilen suyu kullanilmaktadir. Taze gilaboru
meyvesinin igeriginde; %7,81 su igerisinde eriyebilen kuru madde, %6,71 protein,
%b5,83 indirgen glukoz, %19,86 seliiloz ve bunlar ile birlikte 2473,8 mg/kg K*
(potasyum), 560 mg/kg askorbik asit, 402,62 mg/kg Na® (sodyum) bulundurur
(Baytop, 1963).

Tirkiye’de yetismekte olan bu meyve; Giilabba, Giligili, Gilebolu, Gilaburu ve
Gilaboru gibi farkli adlarla anilmaktadir. Bitkisel goriiniimiinden dolayi siis bitkisi
olarak kullanildig1 da goriilmektedir(Sekil 1.2).



Sekil 1.2. Gilaboru bitkisi (URL-2).

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta,

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Dipsacales

Familya: Caprifoliaceae (Hanimeligiller)
Cins: Viburnum

Tiir: Viburnum opulus L.(Gilaboru).

1.1.1.2.1 Tiiketime gore kullanmim sekilleri

En basit ve kolay tiiketme sekli salamura gibi hazirlandiktan sonra meyvelerinin tek
tek alinarak tiikketilmesidir. Ayrica salamura olarak hazirlanan meyvelerin sikilmasi
sonucu elde edilen suyu da tiiketilebilmektedir. Gilaborunun kabuklarinda fazlaca
vitamin bulunur. Suyu sikildiktan sonra kabuklarin1 atmak yerine kaynatilarak bu
vitaminler degerlendirilebilir ve gilaboru sekerli ve sekersiz olarak da

kullanilabilmektedir.



Gilaboru halk arasinda baslica I¢ Anadolu bélgesinde birden fazla faydalari igin
kullanilir. Kayseri, Yozgat, Nevsehir gibi farkli illerde oncelik olarak bobrekler, idrar
yollari, safra ve karaciger igin faydali olduguna inanilarak kullanilir. Gilaboru halk
arasinda kullanilirken bilim insanlarida gilaboru igin arastirmalar yapmaya
baglamislardir. Diinya c¢apinda yapilan c¢alismalarla birlikte iilkemizde de
gilaborunun ¢ok o6nemli oldugu goriilmiis ve bu sayede deneysel g¢alismalarda
artmaktadir (URL-2).

Gilaboru sifali bir bitkidir. Bu yiizden kabuk ve meyveleri bitkisel tipta genis bir
alanda kullanilir. Kabuklarin kaynatilmasiyla hazirlanan cay, dahili olarak yiiksek
tansiyon, astim, kas kramplari, kabakulak, epilepsi nobetleri, bazi kalp rahatsizliklari,
dogumdan sonra olusan sancilar, uyku problemleri, menstriial sancilar, romatizma ve
bazi sinir hastaliklarinda kullanilir. Harici olarak ise; egzama gibi bazi deri
hastaliklarinda kullanilir. Gilaboru meyvesinden elde edilen suyun tiiketilmesiyle
bobreklerde bulunan tas ve kumlar kimyasal olarak erir. Bu sayede de idrar ile
agrisiz bicimde atilmasi saglanir. Anadolu’da safra kesesi ve karaciger rahatsizliklar
tedavisinde de kullanilmaktadir. Antikanser etkisi de vardir (Aksoy vd., 2018).

Ayrica, gilaboru meyvesi bobrek tasini, gliniimiizde kullanilan lazer tekniginden
farkli olarak kimyasal olarak ¢ozer ve idrarla atilirken agri ve sanci hissettirmez.
Bobrek tasi tamamen eriyerek kimyasal madde olarak atilmaktadir (Aksoy vd.,
2006).

1.1.1.3 Sazan bahg ( Cyprinus carpio)

Sazan balig1 (Cyprinus carpio L, 1758), sazangiller (Cyprinidae) familyasindandir.
Diinya tizerindeve Tirkiye’de genis bir yayillim gosteren tath su baligidir. Tiirkiye’de
i¢ su Uretimi olarak ilk sirada yer alan baliklardandir ve sevilerek tiiketilmektedir
(Alp vd., 2008).

Biiyiik pullari olan bir baliktir. Pullar viicudun her iki yanina yayilir. Sirt, gogiis ve
karm yilizgeglerinin etrafina dagilir. Viicudu yiiksektir. Yanlar1 yassi, dudaklari etli
ve gelismistir. Sirt ylizgeci kuyruk yiizgecine kadar uzanir ve kuyruk yiizgeci iki
catallidir, ug¢ kisimlar1 da ovaldir. Yiizgeclerin 6n kisimlarinda sert dikenler vardir.
Gogiis bolgesindeki yiizgecler, karin bolgesinin altina dogru yerlesim gosterir ve

ylizgegleri yumusaktir. Baligin yan taraflar1 acik sari, sirt tarafi siyah, kuyruk



bolgesinde bulunan yiizgegleri ve anal bolgesi turuncudur (Alagéz vd., 2002;
Gokoglu, 2002). Sazanin Asya, Avrupa, Afrika ve Avustralya’da yetistiriciligi
yapilirken Tirkiye’de dogal yetistiriciligi yapilan bir balik tiriidir. ‘Adi sazan’,
‘pullu sazan’ isimleri kullanilmaktadir (Alikunhi, 1966).

Sazan 1lik su baligidir. Kig doneminde derin yerlerde dinlenmeye ¢ekilir, ¢ok az veya
hi¢ besin almaz. Ozellikle zemini camurlu ve besini bol yerleri tercih ederler. Sazan
besinini dipten temin eden omnivor bir tiirdiir. Besinlerini, planktonlar, bitki
parcalar1, bentik su hayvanlari, bitkisel artiklar olusturur. Tirkiye i¢sularinda 27
aileye ait 226 tiir ve alttiirii olan balik yasamaktadir. Bu baliklarn 170’1 tatlisuda
yasar. Bu 170 baligin 108’1 Cyprinidae ailesine aittir (Alagoz vd., 2002). Sistematigi
asagidaki (Sekil 1.3) gibidir.

Sekil 1.3. Sazan baligi (URL-5).

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Altsube: Vertebrata

Sinif: Osteichthyes (kemikli baliklar)
Takim: Cypriniformes (sazangiller)
Aile: Cyprinidae (sazanlar)

Cins: Cyprinus

Tiir: Cyprinus carpio Linnaeus, 1758.



Sazan (Cyprinus carpio L. 1758), diger balik tiirlerine gore daha dayaniklidir.
Yetistiriciligi kolaydir. Ani sicaklik degisimlerine kars1 dayaniklidir (Kiinkgii, 2018).

Az oksijene ihtiya¢ duyarlar. 1°C’nin altinda su sicakliginda dahi yasayabilirler.
Sazan %05 tuzlulukta Korkmaz (2019) ve 5-9 pH araliginda diizenli biiyiimelerini
devam ettirir. Tuzluluk orani deneysel olarak %o012’ye ¢ikarildiginda da biiylimesini

devam ettirdigi izlenmistir (Billard ve Marcel, 1986; Wood ve Ghannudi, 1985).

Sazan Tiirkiye’nin i¢ su balik {iretiminde 6nemli bir yer tutar. En ¢ok Ege, Giiney
Anadolu ve I¢ Anadolu bélgesinde iiretimi yapilmaktadir. Uretiminde &zellikle
tireme déneminde durgun sular tercih edilir. Sazan Ege bolgesinde 1. yilinda 350 gr,
2. yilinda 1500 gr’mn {izerinde bir agirliga ulasir ve pazar boyutlarina 2. yilin sonunda
ulasmis olur. Sazanlar bu boyutlara, Avrupa da ancak 4 yil gibi bir siirede
ulagabilmektedir (Choi vd., 1975). Sazanlar genellikle géller ve durgun nehirlerde su
sicakligi 18-22°C araliginda iken gruplar halinde yumurtlarlar. Sazan yavrulari

havuzlarda olusan fitoplanktonlar ve zooplanktonlari ilk besin olarak kullanirlar.

Aynali sazan, dogal sazanin kiiltire alinmis halidir. Aynali sazanin sirti daha
yiiksektir. Tiknaz ve gbvdesinin ¢ogunlugu pulsuzdur. Pullar1 yuvarlak ve degisik
yerlerine yayilmistir. Suni yetistiricilik sartlarina daha dayaniklidirlar ve Tirkiye’de
1970 yilindan beri iiretimi saglanmaktadir (Atay ve Celikkale, 1983).

1.1.2 Arastirma konusu dokulara ait genel bilgiler
1.1.2.1 Kan dokusu

Kan dokusu; kikirdakli baliklarin leyding organinin bulunmasiyla ortaya ¢ikmuistir.
llerleyen zamanlarda da kan dokusu ve kan hiicrelerinin olusumuna ydnelik
caligmalar yapilmistir (Arnold, 2009). Kan dokusunun hiicreleri sabittir ve bundan
dolay1 diger hiicrelerden ayrilir. Kan dokusu kan hiicreleri i¢inde devamli hareket
halindedir. Kanin en 6nemli islevi; organizmanin normal sartlarinin devamliligini
stirdiirmektir. Memelilerde viicut kiitlesinin %7-8’1 kandir. Kanin 9%40-65’1
plazmadir ve %30-55’1 de kan hiicreleridir. Baliklarda ise; kan omurgali hacmine
gore daha azdir ve 2-7 ul/100 gr araligindadir (Karatas, 2005). Kanda bulunan
plazmanin yapisinda kan proteinleri (albiimin, lipoproteinler, globiilinler,

seruloplazmin, fibrinojen, erimis halde inorganik iyonlar, iyoduroforin), lipoitler,



vitaminler, glikoz, atik maddeler, erimis gazlar, hormonlar, aminoasitler ve enzimler
bulunur. Kan hiicreleri ise; eritrosit (alyuvar), 16kosit (akyuvar) ve trombositlerdir

(kan plaketi-kan pulcugu) (Demir, 2009; Tanyolag, 2000).

Baliklarda kan hiicreleri olusumu memelilere gore daha hizlidir. Memelilerde 8-9

giin siirerken baliklarda 22-24 saat arasidir (Bonaventura vd., 2005).
Baliklarda olgun kan hiicreleri ii¢ gruba ayrilir. Eritrosit, 16kosit ve trombosittir.

1.1.2.1.1 Eritrosit

Kirmizi kan hiicreleridir. Alyuvarlar olarak da bilinirler. Rengini hemoglobinden
alirlar. Kandaki hiicrelerin %99°dan fazlasini eritrositler olusturmaktadir. Omiirleri
120 giin kadardir. Memelilerde tipik organelleri ve ¢ekirdekleri yokken daha asagi
yapili omurgalilarda ¢ekirdeklidirler. Balik kanindaki eritrosit miktarlar tiirlere gore
degigsmektedirler. Eritrositlerin en Onemli gorevi; oksijen ve karbondioksit
tasimalaridir. Eritrosit miktarin1 anlamak i¢in anemi belirlenmelidir (Aktiimsek vd.,
2002). Baliklarda eritrositler yasam boyu olusur ve kan dolagimindaki eritrositlerde
hemoglobin ¢ikmaya devam etmektedir. Ayrica, son yapilan ¢alismalarda balik
eritrositlerinin bagisiklik sisteminde rol oynayan hiicreler gibi hareket edebilecegi de
ortaya ¢ikarilmistir (Claver ve Quaglia, 2009; Blazer vd., 2007). Birgok bitki ve bitki
ekstratlarinin  baliklarin  eritrosit miktarinda artiglara sebep oldugu yapilan

caligmalarla belirlenmistir.
1.1.2.1.2 Lokosit

Beyaz kan hiicreleridir, akyuvar olarak da bilinirler. Bagisiklik sisteminde gorev alir
ve viicudu enfeksiyonlara karsi korurlar. 5 farkli hiicresi vardir. Bunlar; bazofil,

eozinofil, notrofil, lenfosit ve monosittir.
1.1.2.1.3 Trombosit

Renksizdirler ve kan pulcuklar1 olarak bilinirler. Viicuttaki kanama durumlarinda

kanin pihtilasmasini saglarlar.
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1.1.2.2 Solungag¢

Solungaglar, kemikli baliklarda farenksin altinda bulunan 4 ¢ift tam solungagtan
olusur. Her tam solungacin, solunga¢ yayinin arkasinda, iki yarim solungag¢ bulunur.
Baliklarin yarim solungaglari primer lamellalardan olusur. Yay iizerinde tarak
seklindedir. Primer lamellalarin ventral ve dorsal yiizeyinde sekonder lamellalara

rastlanir. 4 boliimden olusurlar (Sekil 1.4) (Benli, 2001). Bunlar;

Solunga¢ kapaklar (operculum)

Kemikli baliklarda solungag iizerinde bulunan par¢a kemiklerden olusan hareketli
kapaklardir.

Solungac zarlarn

Ust taraftan solungac kapagina, alt taraftan da bogaz bolgesine baglanan solungag
1511 diye adlandirilan kemiksi ¢ubuklarla desteklenen olusumlardir.

Solungac dikenleri

UzunluKlari ve sayilar tiirlere gore degisen, solungag yaylarinin i¢ kismina yerlesmis
olan, kikirdak veya kemikten olusmus ignemsi yapilardir.

Solungag lamelleri

Solungag¢ yaylarinin dis kismina yerlesmis sekilde bulunan, {izerinde sayisiz kilcal
damar barindiran ve kirmizi renkli goriilen liflerin olusturdugu yapilardir (Anonim,
2006).

Solunga¢
kapadi

Kan
damarlan

\‘ ‘-‘
F Vassassonasss.
e sddassar,

AAGMdSc e\ .~

Solungac

Solun a' ;
gag lamelleri

yaylan

Sekil 1.4. Solunga¢ (URL-5).
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1.1.2.3 Karaciger

Kemikli baliklarin viicut boslugunun 6n kisminda bulunan karaciger, kahverengi ve
kirmizi renktedir. Mide iizerinde bulunmakta olup iki loba sahiptir. Safra kesesi.
karacigerin i¢inde gomiiliidiir. Ser6z bir zar ile ¢evrili olan karaciger bazi kemikli
baliklarda basit ve diizenli bir organdir. Sazan (Cyprinus sp.) baliginda ise pankreatik
doku, toplardamar kollar1 boyunca karacigere sarilmis durumda bulunur Balik
karacigerindeki kan akisi, kalpteki kan akisina gore daha yavas oldugundan toksik

maddenin olusturdugu olumsuz etkilere daha duyarlidir (Benli, 2001).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Amonyak ile Yapilan Calismalar

Hasan ve arkadasimin yaptigi calismada; Pullu sazan yavrularn iizerinde NHs
toksitesinin letal etkileri arastirilmistir. 48 saat, 96 saat ve 168 saatlik LCsq degerleri
sirast ile 1,76 (1,67-1,85), 1,74 (1,65-1,84) ve 1,64 (1,53-1,76) mg/L NHs-N olarak
belirtilmistir (Hasan ve Machintosh, 1986).

Chun ve arkadasinin yaptig1 c¢alismada; ortalama agirliklart 5,96 gram olan pullu
sazanlari, 72 saat siire ile farkli pH (6,5-7-7,5 ve 8), farkli NH3 (10, 20 ve 30 mg/L
TAN) ve farkli su sicakliklarina (20°C, 25°C ve 30°C) maruz birakmislardir. Deney
sonrasinda bdobrekler, karaciger ve solunga¢ dokular1 histopatolojik yonden
incelenmistir. Amonyak konsantrasyonu, su sicakligi ve pH’1 arttirmak bdbrek,
karaciger ve solungacta nekroz ve hipertrofi gibi doku degisikliklere neden olmustur.
pH ve su sicakligiin yiikseltilmesi ile karacigerde agir vakuol olusumu gbézlenmistir.
Bobrekte olusan hasar ise 20°C’de pH diizeyi 8’de 30 mg/L TAN konsantrasyonuda
tespit edilmistir (Chun ve Yang, 1986).

Orban ve arkadasmin yaptigi ¢alismada; li¢ giin boyunca ortalama agirliklar1 2,4
gram olan sazanlarim ortam suyuna 125, 375 ve 625 pg/L miktarlarinda NH,CI
eklenerek 20°C’de esik tolerans diizeyi 125 ve 375 pg/L NH3-N araliginda
bulunmustur. 375 pg/L’in iizerindeki NH3; konsantrasyonlarinda ve biiylimede
azalma kaydedilmistir (Orban ve Tatrai, 1987).

Peygman ve arkadasinin yaptig1 calismada; Pullu sazan baliklarinin, 20-22 °C’de 24
saat LCso degerlerini 12,3 mg/L TAN (4,55mg/L NHs-N) olarak bulmuslardir.
Histopatolojik incelemeler sonucunda solungaglarda; anevrizma, 6dem ve hiperemi,
bobrekte; proksimal tiibiillerde dejeneratif degisimler, bowman kapsiiliinde hiperemi,
genisleme ve hemoraji, karacigerde ise; dejenerasyon, hiperemi ve nekrotik lezyonlar

yaygin olarak goriilmiistiir (Peyghan ve Takamy, 2002).

Pakistan’in Lahore sehrindeki balik iiretme ciftliklerinde yetisen Cyprinidae
familyasina ait Cirrhinus mrigala (Hamilton) baliklarinda NHj3 toksisitesine yonelik
Chaudhry ve arkadagslarinin yaptigi ¢alismada; LCsy Ve LCigo degerleri bulunmaya

calisilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda suyun pH degerleri de dikkate alinarak NH3
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‘in ortalama degerleri LCs0:0,055 mg/l ve LCj00:0,078 mg/l olarak bulunmustur.
Calisma siirecinde bir¢ok yan etki goriilmiistiir. Larvalarda; ¢ok hizli hareket, suda
dengesiz ve yan yatma seklinde hareketler gozlenmistir. Yavru baliklarin
hareketlerinde artma, viicut yilizeylerinde ve solungaglarinda ki mukus salgisinda
artma, solungaclarda hemoraji, goz yuvarlaginda ve deride kararma gdzlenmistir.
Histopatolojik olarak incelenen solungaclarda ise; hiperplazi ve sekonder lamellerde

birlesme saptanmistir (Chaudhry vd., 2013).

Benli’nin yaptigi bir calismada; Tilapia (Oreochromis niloticus L.) ve sazan
(Cyprinus carpio L.) baliklarinda NH3 “in subletal degerlerinin etkileri arastirilmistir.
Calismada 6 hafta boyunca sazanlardan kontrol, 0,5 mg/L, 1mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L
ve Tilapialarda kontrol, 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L subletal NHj
konsantrasyonlarina maruz birakilip yarattig1 etkilere bakilmistir. Sonu¢ olarak
baliklarin;  karaciger, solunga¢ ve bobreklerinde histopatolojik  etkileri
gozlemlenmistir. Bobreklerde; kanama, hiperemi, tiibiil epitellerde bozukluk, idrar
tas1, bobrek iltihabi, solungaclarda; sekonder lamellalarda fiizyon, hiperemi, akcigere
giden hava yollarinda tikanma, mukozalarda; kirmizi lekeler, klorit hiicre
proliferasyonu, karacigerde ise; pasif hiperemi, yag birikimlerinde artis, akut hiicre

sisligi ve albumin gozlemlenmistir (Benli, 2001).

Hofmann ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada; 4 hafta boyunca 25 mg/L toplam NH3
‘a maruz kalmis geng alabalik (Salmo gairdneri) yavrularinda 6ncelikle solunumda
asir1 derecede artma, yem aliminin diismesine paralel olarak agirlik kazancinda
diisme, deney sonunda ise; solunga¢ yapisinda ¢ok belirgin olmayan fakat dnemli

sayilabilen proliferasyonlar saptamislardir (Hofmann vd., 1987).

Catanzaro ve arkadaglarinin Japon baliklari ile yapilan ¢alismasinda; 40,12 mg/L'ye
kadar NH,Cl'ye maruz birakildiginda beyin glutamin diizeyleri ortamin NH;
seviyesiyle iliskili bir artig gostermistir ve Japon baliklarinin 40,12 mg/L NH,CI ye
24-48 saat maruz kaldiginda beyin glutamin diizeylerinin 10 kat arttig1 gézlenmistir
(Catanzaro vd., 1974).

Kirk ve arkadasinin yaptigi bir ¢alismada; 2 saat siire ile 0,1 mg/L NH; maruz
birakilan  gokkusagi  alabaligimin  solungag  lamellerinde  deformasyonlar

gozlemlemislerdir. Cok sayida baligin lamel yiizeyinin tamami, filament ve lamel
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epiteli ise; yiizeysel sekilde katlanmigtir. Ayni yogunlukta 24 saatin bitiminde
filament iistiinde 2. ya da 3. lamellerde 14 telengiektazi gézlemlenmistir. 0,5 mg/L
NH; maruz kalan solungaglarin lamellerinde ise; daha ¢ok katlanma ve kivrilma
goriilmiistiir. 24 saatin sonunda epiteldeki deformasyonlar daha derin gukurlar
biciminde olustugu izlenmistir. Mukus ve klorit hiicrelerde sekil degisikligi ve artis

gozlenmistir (Kirk ve Lewis, 1993).

Sibirya mersin (Acipenser baeri) baliklar1 tizerinde yapilan Salin ve arkadasinin
yaptig1 bu arastirmada; 24 saatlik LCsp degerlerinin agirligi 60-260 mg larvalarda 1
mg/L, 10-270 gram araligindaki baliklarda 1,7 mg/L ve ortalama 450 gram olan
baliklarda ise; 2,5 mg/L bulunmustur. Sonug olarak; solungag lamellerinde nekrozlar,

hiperplazi ve hipertrofi saptanmistir (Salin ve Wiliot, 1991).

Kigik’tin  Mavi tilapia baliklar1 (Oreochromis aureus) {izerine yaptigi bu
calismasinda; subletal amonyak toksisitesi histolojik incelemelerde NHs’a maruz
birakilmig, solunga¢ lamellerinde anevrizma, hiperplazi, ve hemoraji,
karacigerlerinde ise; hidropik dejenerasyon gozlenmistir. Bobrek dokusunda ise;

herhangi bir doku hasar1 gorilmemistir (Kiiciik, 1999).

Kimme ve arkadasimin sazan baliklariyla (Cyprinus carpio) yaptigi ¢alismasinda;
0,04-0,08, 0,12-0,27 ve 0,4-0,8 mg/L NH; dozlarimi kullanmislardir ve subletal
NHs3’in davraniglar tizerinde etkileri kamera ile izlenmistir. Yiiksek amonyak
diizeyinde baliklar ilk olarak tankin alt kisminda bir siire beklemis sonra tankin tist
kismima dogru yiikselmistir. 0,4-0,8 mg/L NH; araliginda baliklar tanktaki suyun
ylizeyinden hava yutmaya baslamiglardir. Ayrica sudaki amonyak yogunlugunun
artmasiyla beraber baliklarin kan glukoz diizeylerinin de arttig1 tespit edilmistir. 72
saat bitiminde en yiiksek amonyak konsantrasyonundaki (0,4-0,8 mg/L) baliklarin
kan glukoz degerlerinin, kontrol baliklarindan %64,1 oraninda daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (Kimme ve Weinstein, 1998).

Benli ve arkadasinin subletal NH; konsantrasyonlari ile yaptigi calismasinda Nil
tilapia (Oreochromis niloticus) baliklar1 tizerine. 20°C ve 25°C su sicakliklarinda
sirastyla  kontrol, 1-2-5-10 mg/L TAN ve Kkontrol, 0,5-1-2-5 mg/L TAN
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Alt1 hafta siiren incelemeler sonucunda Nil

tilapia baliklarinda mutlak biliyiime, agirlik artist ve kondisyon faktoriinde
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istatistiksel olarak azalma gosterirken (p<0,05), yem degerlendirme oranlarinda artis
(p<0,05), ozgiil biiyime oranindaki azalmada istatistiksel olarak Onemli
goriilmemistir (p > 0,05). Deneylerde amonyaga maruz birakilan kontrol grubuna
kiyaslayem aliminda diisiis gozlenirken yasama orani %100 olarak belirlenmistir

(Benli ve Koksal, 2005).

2.2 Gilaboru ile Yapilan Calismalar

Altun ve arkadaslariin yaptigi ¢calismada; VO bitkisinin sulu ekstresinin siganlardaki
karbon tetrakloriir (CCl) nedenli hasarlarda karaciger hiicrelerini koruyucu etkisi
aragtirtlmistir. Alanin amino transferaz (ALT), serum aspartat amino transferaz
(AST), alkalin fosfataz (ALP) ve bilirubin konsantrasyonu gibi karaciger hasarinin
biyokimyasal diizeylerine bakilmistir. CCly (0,8 mL/Kg i.p. 7 giin) grubunda serum
ALT, AST, bilirubin ve ALP diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml
diizeyde arttigin1 gézlemlemistir. Siganlara silibinin (50 mg/kg) + CCl, (0,8 mL/kg
I.p.) ve VO (100 mg/kg, i.p.) + CCl, (0,8 mL/kg i.p.) 7 giin siireyle verildiginde ve
CCl4 uygulandigindaki artan serum ALT ve AST seviyeleri diismistiir ancak bu
diistis anlaml degildir. ALP degerlerinin normal degerlere gore daha yiiksek oldugu
izlenmistir. VO karacigerde apoptozis, balon dejenerasyonu ve sentrilobular nekroz
ve silibinin uygulanmis gruba benzer kopriillesme nekrozu gostermistir. VO’un
hipoglisemik hareketlerini 6lgmek i¢in glibenklamid referans madde segilmistir.
Ancak saglikli ve diyabetik farelerde hipoglisemik aktivite gozlenmemistir. Bu
arastirmada VO’un sulu ekstratinin siganlarda karbon tetrakloriirle indiiklenerek
karacigerdeki toksik etkisine diisiikk seviyede koruyucu etki gosterdigi ve farelerde
ise; herhangi bir hipoglisemik aktivite gostermedigi tespit edilmistir. VO un LCsy
degeri 5,447 g/kg saptanmistir (Altun vd., 2010).

EAT (Ehrlich ascites tiimdrii) hiicresinin periton altina asilanarak yapilan Aksoy ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, asilamadan iki saat sonra baslanarak ayri gruplara 10
giin boyunca 25 mg, 50 mg ve 100 mg gilaboru ekstrakti 200 pL Dulbeco’s
phosphate buffered saline (DPBS) igerisinde ¢oziinerek intraperitoneal (i.p.) olarak
verilmistir. Farelerdeki agirlik artisina bakildiginda en fazla kilo artisinin tiimor
kontrol grubundan gozlenirken doz arttikg¢a kilo artisinin azaldigi gézlemlenmistir.
Karaciger ve bobrek dokusunun histopatolojik degerlendirmesinde karaciger

dokusunda tiimor hiicrelerine rastlanmamistir. Tiimor kontrol gruplarinin seroza
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tabakalarinda tiimor hiicrelerinin tutulumu goriilmistiir. Yapilan bu g¢alismanin
sonuclart degerlendirildiginde gilaboru bitkisinin meyvelerinden elde edilen meyve
suyu ekstratinin timor gelisimini tizerinde yavaslatici etkisinin de olabilecegi

sOylenebilir (Aksoy vd., 2018).

Altun ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; VO (gilaboru) yapragmin su ekstresi
farelerde ve si¢anlarda antinosiseptif ve anti-enflamatuar aktiviteler agisindan
arastirilmistir. Bu etkileri belirlemek i¢in kuyruk hareketi testi, asetik asit kaynakli
yazma testi ve karragenan kaynakli sican penge O6demi testi kullanilmistir.
Bulgularinda, VO' un farelerde asetik aside bagli karin gerilmesinde doza bagh
inhibisyona neden oldugunu gosterilmistir. VO, 100 ve 200 mg/kg' da karin
gerilmesini inhibe etmistir. VO, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda kuyruk hareket testi ile
oOlgiilen antinosiseptif aktivite gostermistir. Bununla birlikte, VO bu dozlarda anti-
enflamatuar bir etkiye sahip olmadigi, VO’ un LCs 5,447 g/kg olarak belirlenmistir
(Altun vd., 2009).

Cam ve arkadasinin yaptigi calismada; iki farkli gilaboru meyvesindeki
(Caprifoliaceae familyasina ait VO) organik asitler, toplam fenolik bilesikler ve
antioksidan aktivitenin RP-HPLC-UV goriiniir tespiti ile analiz edilen organik asitler
ayr1 ayri tespit edilip dlglilmiistiir. Orneklerdeki baskin organik asidin L-malik asit
oldugu, her iki meyve suyunun toplam fenolik bilesikleri, yaygin olarak tiiketilen
bazi meyve sular1 ve nektarlarinkinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cam ve

Hisil, 2007).

Ertekin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, gilaboru (Viburnum opulus) meyve
suyunun kolon kanseri olusumu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Sekiz haftalik
Balb-C erkek farelere 12 hafta boyunca haftada bir kez subkutan 1,2-dimetilhidrazin
(DMH) (20 mg/kg viicut agirligr) enjeksiyonlart yapilmistir. Kontrol grubuna sadece
icme suyu verilirken, diger gruplardaki farelere 30 hafta boyunca gilaboru suyu
verilmistir. Deney sonras1 fareler Oldiiriilerek kolon tiimdrlerinin histogenezi
arastirilmistir. Deney sonundaki farelerin viicut agirliklarinin tiim gruplarda benzer
oldugunu gozlenmistir. Kontrol gruplarinda tiimdr lezyonu bulunamamustir. Diger
gruplarda kolon tiimér lezyonlar tespit edilmistir. Bu sonuglara dayanarak, gilaboru

suyunun baslangic asamasma bagli olarak timodr lezyonlarindaki azalmanin
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goriilmesi kolon kanserinin onlenmesinde faydali olabilecegi kanisina varilmistir

(Ertekin vd., 2012).

2.3 Sazan Balig ile Yapilan Calismalar

Korkmaz’in yaptig1 ¢alismada; hormonal parametreler degerlendirildiginde; kontrol
grubuna gore serum biiyiime hormonu (BH), insiilin benzeri biiylime fatorii-1 (IGF-
1), toplam triiyodotropin (TTs3) ve toplam tiroksin (TT,) diizeylerinde meydana gelen
azalma ile tiroksin uyarict hormon (TSH), Serbest Tz, Serbest Ty,
adrenokortikotropik (ACTH), Kkortizol, timor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin
1 beta (IL-1B) ve interlokin 6 (IL-6) diizeylerinde meydana gelen artislar hem akut
hem de subkronik siirede maruz kalinan doza gore istatistiksel olarak anlamli
goriilmistir (p < 0,05). Her iki doz grubunda akut ve subkronik siirelerde serum,
Serbest T3, ACTH, kortizol, TSH, TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli artis gériilmustiir (p <0,05). Ancak siireler aras1 karsilastirmada 2,40
ppm doz grubunda akut ve subkronik siirelerde serum serbest T, diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli artis bulunmasima ragmen (p <0,05) serum TT3 ve TTy
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ goriilmemistir (p > 0,05). BH ve
IGF-1 diizeylerinin siireler aras1 karsilastirilmasinda ise; istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0,05). Hematolojik parametrelerin analizinde bulunan bulgulara
gore akyuvar (WBC), graniilosit sayisi, Hct, Hb, MCV ve MCH degerleri, sadece
AZA 2,40 ppm grubunda istatistiksel olarak azalma gortilmiistiir. MCHC ve monosit
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05). Siireye bagh
karsilagtirmalarda ise; WBC, lenfosit ve graniilosit oranlart subkronik donemde ve
sadece 2,40 ppm doz grubunda istatistiksel olarak anlamli iken hemoglobin
konsantrasyonu ve hemotokrit degerleri, 2,40 ppm doz grubunda istatistiksel olarak
anlamli  oldugu  gbzlemlenmistir ~ (p<0,05).  Antioksidan  parametrelerin
degerlendirilmesinde karaciger ve solunga¢ dokularinda MDA diizeylerindeki artis;
SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde ise azalma goriilmistiir Siireye bagh
olarak karaciger ve solunga¢ dokularinda subkronik donemde MDA diizeyindeki
artis istatistiksel olarak anlamli iken SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerindeki
azalmalar istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlemlenmistir. Solunga¢ dokusu
histopatolojisinde subkronik déonemde sekonder lamelde epitellerde ayrilma, kisalma
ve diizlesmenin doza bagli olarak arttig1 goriilmiistiir. Subkronik donemde karaciger

histopatolojisinde, siniizoidal boslukta mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vakuolar
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dejenerasyonve hidropik dejenerasyon goriilmiistiir. NeemAzal-T/S organik bir
insektisit olan azadirachtin igermesine ragmen, Cyprinus carpio’da hormonal
parametreler, antioksidan enzim sistemi, hematolojik parametreler, solunga¢ ve
karaciger histopatolojisi iizerine doz ve siireye bagli olarak toksikolojik etkiye sahip

oldugu gozlemlenmistir (Korkmaz, 2018).

Naim ve arkadaslarinin Likopenin pullu sazanlar (Cyprinus carpio) iizerine yaptigi
calismasinda 4 ayr1 gruptaki bazi hematolojik ve immiinolojik parametrelere etkisi
belirlenmistir. Baliklar; kontrol, misir yagi ve likopen uygulanan grup olarak
belirlenmistir. Likopen baliklara oral olarak 5 ve 10 mg olmak iizere 21 giin boyunca
uygulanmistir. 21 giin sonunda ise kan ornekleri alinarak eritrosit, l16kosit ve
hematokrit degerlerine, toplam protein hemoglobin diizeyine ve immiinoglobulin
diizeylerine bakilmistir. Likopen verilen baliklarin hemoglobin diizeyinde
istatistiksel olarak herhangi bir artis gozlenmemistir (p > 0,05) ama diger

parametrelerde ise istatistiksel olarak artiglar gozlenmistir (p<0,05) (Naim vd; 2011).

Palas’in yaptig1 bir ¢alismada; Yukar1 Sakarya havzasinda bulunan bes istasyondan
Ekim 1995-1996 tarihleri arasinda yaslar1 ‘1-2’ arasinda degisen 80 sazan baligi
(Cyprinus carpio L) getirilmistir. Baliklarin; karaciger, bobrek ve solungaglarin da
meydana gelen yapisal degisiklikler incelenmistir. Baliklarin solungaclar
bulunduklar1 ortam ile direkt temasta bulunduklari i¢in, sudaki kirleticilerin yol agtig1
doku hasarlarini direkt olarak yansitmaktadirlar. Bundan dolay1 incelemelerde en ¢ok
solungaclarin etkilendigi, sekonder solunga¢ lamellerinin birbiriyle kaynastigi ve
dogal goriintiilerinin bozuldugu saptanmigtir. Solungag¢ epitelinde goriilen diger
histopatolojik bulgular ise mukoz hiicrelerinin hipersegresyonu, hiperplazi ve primer
lamelin ayrilmasidir. Karaciger dokularinda da lobiillerin perifer bdlgelerinde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hipertrofi ve konjesyon goriilmistiir. Bobrek
dokusunda ise; patolojik lezyonlar, niiklear piknoz, tiibiil epitel hiicrelerinde
hipertrofi ve absorbsiyon yiizeyinin tahrip oldugu gorilmistir. Calismanin
sonucunda ise; 5 istasyon karsilastirilarak incelenmistir. Balik dokularinda yapilan
mikroskobik incelemelerde, solungaglarin birincil hedef organ oldugu ve patolojik
bulgularin sirasiyla karaciger ve bobreklerde meydana geldigi saptanmistir (Palas,
1999).
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Cogun ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada sazan baligmin (Cyprinus carpio L.)
cesitli dokularinda kursun birikiminin neden oldugu etkiler incelenmistir. Sazanlar
0,1-0,5-1,0 ve 5.0 mg/L kursun derisimlerinde 10, 20 ve 30 giin siirelerle birakilarak
kas dokularinda solungag, karaciger ve bobrekteki metal tutulumlart Atomik
Absorbsiyon Spektrometrik yontemle tespit edilmistir. Sazanda kursunun en az
kaslarda biriktigi, en fazla ise bobrek ve karaciger dokusunda biriktigi gézlenmistir.
Derisimde olusan kursun miktar arttikga dokularda olusan kursun miktar1 da ayni

oranda artmistir (Cogun ve Ferit, 2008).

Kol’un yaptigi calismada, antienflematuar, antidiyabetik yiiksek antioksidan ve
antikanser etkisi bilinen Kusburnu (Rosa canina) bitkisinin meyve O6ziitlerinin farkli
dozda (5-10-20 ppm) ve siirede (4-30 giin) sazan (Cyprinus carpio L.) baliklarinin
hematolojik parametreler ve bazi serum elektrolitleri iizerine olan pozitif ve negatif
etkileri aragtirnlmistir. Sonucunda ise kontrol grubuna gére akut ve subkronik siirede
(4 ve 30) 20 ppm’lik doz grubunda toplam hemoglobin, lenfosit sayisi, 16kosit sayisi,
eritrosit sayisi, ortalama eritrosit hacmi, serum, hematokrit, fosfor, sodyum, kalsiyum
ve kloriir seviyelerinde goriilen diisiisler ve 10 ppm’lik doz grubundaki artislar
istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlemlenmistir (p < 0,05). 5ppm doz grubunda
ise; kontrol grubuna gore parametreler bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir (p > 0,05). 10 ppm doz grubunda olusan artmalarin
istatistiksel agidan anlamli oldugu goriilmistiir (p < 0,05). Bu durumda kusburnu
meyve Oziitliniin icerdigi polifenol grubu bilesiklerden (proantosiyanidinler, katesin
ve izokversitinler) kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Deney sonucuna gore; 10 ppm
kusburnu meyve O6ziitlerinin sazan baliklarinda bagisikligini arttirdigi, hematopoetik
organlar1 indiikledigi, 20 ppm grubunda ise; bagisikligin1 baskiladigi ve kanin
oksijen tasima kapasitesini  diisirerek mikrositik anemi olusturabilecegi
diigtintilmiistiir. 30 giinliik siirenin 4 giinliik siireye oranla kan parametreleri ve serum
elektrolitlerini azaltmakla birlikle arttirdigida istatistiksel olarak anlamli gériilmiistiir
(p <0,05). Buna gore, kusburnu Oziitlerinin fizyolojik olarak 5 ppm ve 10 ppm
dozlarda kullanildiginda baliklar igin giivenilir oldugu gézlemlenmistir (Kol, 2015).

Civelek’in yaptig1 ¢alismasinda; akrilamid’in sazan (Cyprinus carpio L.) baliklarinin
solungaclar {izerine histopatolojik etkileri arastirilmistir. Arastirmada iki farkli doz

akrilamid (10 ve 50 mg/L) 96 saat boyunca, sazan baliklarina uygulanmistir. Deney
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sonrasinda solunga¢ dokular1 histopatolojik yontemlere uygun bir bi¢imde
hazirlanmigtir. Akrilamidin subletal dozlarima maruz kalan gruplarinda kontrol
grubuna goére sekonder lamellerde birlesme, 6dem olusumu, kisalip kalinlagsma,
dokiilme, kikirdak doku hasari, epitel dokuda ayrilma, hiperemi, telengiektazi,
hiperplazi ve mukus hiicrelerinde artis meydana gelmistir. Sazan baliklarinda goriilen
bu degisikliklerin en temel nedeni, solungaglarin dis ortamla direkt temas halinde
olmas1 ve solungaglarin ince membranlara ve genis ylizey alanina sahip olmasi da bu

durumu attirdig: diistiniilmistiir (Civelek, 2018).

2.4 Morfolojik Anomaliler ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Onen ve arkadaslarinin yapti§1 ¢alismada; ham petroliin suda ¢oziilebilen
kisimlarinin P. sphenops adli balik tizerindeki akut maruziyetiyle % 40 (h/h); 24, 48
ve 96 saatte gozlenebilecek genotoksik etkileri arastirilmistir. Maruz kalan baliklarin
kan hiicrelerinde genotoksik hasarlar olugmustur. Olusan hasarlar P. sphenops
baliginin mikroniikleuslu ve ¢ekirdek anomalilerinin ¢ekirdek frekanslarinin kontrol
gruplarma gore anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Siirenin
artmasina bagli olarak mikroniikleus (MN) ve ¢ekirdek anomalilerinde ki ¢ekirdek
sayilarinda artis olmustur. Bu sonuglara gore ham petrole maruz birakilan baliklarin
eritrositlerinin {izerinde MN testinin tamamlayicist yoniiniin olmasindan dolayr ham
petroliin genotoksik etkilerinin incelenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (Onen ve
Ucgiincii, 2015).

Berk6z ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; Nil Tilapia (Oreochromis niloticus)
baliklarinin periferal ¢ekirdeklerinde MN ve ¢ekirdek morfolojilerinin olusumuna
subletal kadmiyumun (Cd) etkileri arastirilmigtir. Baliklar 10 giin boyunca 0,5 mg/L
ve 1,0 mg/L Cd maruz kalmistir. Bu 10 giin boyunca belli giinlerde MN ve bazi
¢ekirdek anomalileri igeren ¢ekirdekler sayilarak not edilmistir. Kontrolde kullanilan
ortam derisimi de 4 mg/L cyclophosp hamide igerir. Calismada uygulanan 1 mg/L
Cd derisiminin MN frekansin1 énemli oranda artirmis ve 0,5 mg/L Cd derisimine
gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (P < 0,05). En yiiksek MN frekans1 4.
giniinde gortlmistir. 0,5 mg/L ve 1 mg/L Cd derisimli ¢ekirdek anomalilerinin
(Loplu, Biloplu ve Centikli Niikleus) frekanslarin1i 6nemli oranda artirmis olup 1,0
mg/L Cd derisiminin 0,5 mg/L gore daha etkili oldugu gozlemlenmistir (P < 0,05).

En yiiksek c¢ekirdek anomalileri 4. glinde goriilmiistiir. Deney sonucuna gore MN
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frekanslar1 ve niikleus anomalileri frekanslar1 derisime ve degisen zamana gore

yiikselmis olup 6. giinden sonra azalmalar goriilmiistiir (Berkoz vd., 2011).

Yildiz ve arkadasinin yaptigi ¢alismada; bazi kirleticilerin teleostlardaki genotoksik
etkileri arastirilmistir. Calismada elde edilen raporlar neticesinde teleostlarin eritrosit
hiicrelerinin kirlilige hassasiyet gosterdigi ve meydana gelen degisikliklerin sz
konusu olan kirleticilerin konsantrasyonlarinin artisina paralel olarak arttigi
gozlemlenmistir. Fakat bazi kimyasallara herhangi bir hassasiyet gostermedikleride
goriilmiistiir. Sonuglara gére MN testinin tamamlayict yoniinden dolayr hem
kullanigli hem de Kirleticilerinin genotoksik etkilerinin incelenmesinde etkili oldugu

goriilmiistiir (Onen ve Yildiz, 2016).

Bircan ve arkadasinin yaptigi ¢calismada; Canakkale’nin Kirazli Koyiinden 4 erkek ve
5 disi, Kalabakbasi Koyiinden 5 erkek 7 disi olmak {izere Lissotriton vulgaris adli
semender oOrneklerinden hazirlanan kan preparatlarinda mikroniikleus (MN) ve
cekirdek anomalilerine (NA) bakilmistir. Calismada biniikleus, loblu niikleus (LN),
geltikli niikleus (CN), tomurcuklu niikleus (TN), mikrosit ve sitoplazmik vakuol
gbzlemlenmistir. ki koy arasinda CN, LN ve TN anomalilerin de istatistiksel olarak
yiiksek oranda anlaml fark goriilmiistiir. Fakat bu iki kdy arasinda erkek ve disiler
karsilastirildiginda 6nemli istatistiksel fark goriilmemistir. Ayrica MN olusumlarina
kirazli koylindeki altin madeninden dolay1r genotoksik hasarlar sebep oldugu

diistintilmustiir (Bircan ve Cemal, 2018).

Diirgen ve arkadaslarimin yaptig1 calismada; Mersin rehabilitasyon merkezinde
tedavi altinda bulunan yarali deniz kaplumbagalarinin hematolojik ve biyokimyasal
ozellikleri arastirilmistir. Hazirlanan kan preparatlarindan 3000 er hiicre sayilarak
tomurcuklu, loplu, c¢entikli ve binilikleusa bakilmistir. Tedavi altinda olan
kaplumbagalarda toplam niiklear anomali oraninin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Yapilan biyokimyasal testlerde ise kreatin degerleri normalin iistiinde 0,5-0,6 mg/dL
arasinda oldugu gozlemlenmistir (Diirgen vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Arastirma birimi

Bu arastirma, Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Bolimii Akvaryum Sistemi Laboratuvarinda hazirlanmistir. Suyla ilgili
parametrelerin  analizinde Aksaray Universitesi arastirma  laboratuvarmin

imkanlarindan faydalanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bilimsel ve teknolojik uygulama ve arastirma merkezi.

3.1.2 Deneyde kullanilan bahklar

Arastirmada kullamlan sazan (Cyprinus carpio L. 1758) baliklar1 Orman ve Su Isleri
Bakanligi DSI 7. Bolge Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri
Istasyonunda hibe ile temin edilmistir. 250 litrelik akvaryumlara konularak 20 giin
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boyunca ortama uyumlari saglanmig, bu uyum siiresince pinar pelet yemle
beslenmislerdir. Arastirmada kullanilan sazan baliklar1 bir yasindan kii¢iik, agirliklar
50-120 gr arasinda uzunluklar1 ise 14-20 cm arasinda olarak belirlenmistir (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Deneyde kullanilan baliklar.

3.1.3 Etik kurul

Aragtirmanin Etik Kurul onay1r Ahi Evran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Bagkanligindan alinmigtir (16.12.2016 tarihi ve 44 sayili onay yazisi).
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3.1.4 Deney diizenegi

Aragtirma oncesi 250 L akvaryumlarda minimum diizeyde tutularak her grupta 7’ser
balik konularak 20 giin boyunca adaptasyonlari saglanmistir. Asagidaki deney
gruplar1 dikkate alindiginda her bir grupta 7 balik (N:7adet) olmak {izere akut ve sub-
kronik fazda toplam 112 adet sazan baligi kullanilacaktir. Deney gruplar ¢izelge 3.1
deki gibi kurulmustur.

Cizelge 3.1. Deney gruplari.

Akut Faz (4 Giin) Sub-kronik Faz (21 giin)

1.Grup: Kontrol grubu 1.Grup: Kontrol grubu

2.Grup: Amonyak uygulanacak grup (5 mg/L) 2.Grup: Amonyak uygulanacak grup (5 mg/L)
3.Grup: Bitki eckstrati uygulanacak grup (Gil25 3.Grup: Bitki ekstrati uygulanacak grup (Gil25
mg/kg) mg/kg)

4.Grup: Bitki ekstrati uygulanacak grup (Gil50 4.Grup: Bitki ekstrati uygulanacak grup (Gil50
mg/kg) mg/kg)

5.Grup: Bitki ekstrati uygulanacak grup (Gill00 5.Grup: Bitki ekstrati uygulanacak grup (Gil100
mg/kg) mg/kg)

6.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstrati (A+Gil25  6.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstratt (A+Gil25
mg/kg) mg/kg)

7.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstratt (A+Gil50  7.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstratt (A+Gil50
mg/kg) mg/kg)

8.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstrati 8.Grup: Amonyak + Gilaboru bitki ekstrati
(A+Gil100 mg/kg) (A+Gil100 mg/kg)

3.1.5 Akvaryum sistemi

Aragtirma da 250 L hacimli akvaryumlar kullanilmistir. Akvaryumlar arastirma
oncesinde sodyum hipoklorid ile temizlenmistir. Akvaryumlarin suyu, ilk olarak
sebekeden alinarak 6nce kaba atiklarin temizlendigi filtreden, sonra da suyun pH’1,
¢oziinmiis oksijen ve klor bakimidan ayarlandig: filtreden gegirilerek depolanmasi
yapilmistir. Bu depolanan su pompalar araciligiyla akvaryumlara bosaltilmistir.
Boylece su 72 saat boyunca akvaryumlarda bekletilip ve hava filtreleri
calistirilmistir. Ortama balik alinmadan Once ¢6ziinmiis oksijen miktar1 7 ppm ve
pH’1ise; 7,2-7,4 olarak ayarlanmistir (Sekil3.3).

25



Sekil 3.3. Akvaryum sistemi.

3.1.6 Deneyde kullanilan kimyasal malzemeler

Bu ¢aligmada amonyak, giemsa boya soliisyonu, ksilen, %95-98 teknik etil alkol,
%99,8 absoliit etil alkol, glasial asetik asit, hematoksilen (Merck), entellan, HCI,
eozin Y, boncuk parafin, potasyumalum KAI(SO,), 12H,0 kullanilmistir.

3.1.7 Deneyde kullanilan arag ve gerecler

Deneysel g¢alismalar boyunca etiiv, derin dondurucu, santrifiij cihazi, hassas terazi,
pH metre, diseksiyon seti, lam, lamel, piset, doku takip kaseti, TP 1020 doku takip
cihaz1 (Leica) (Sekil 3.4), EG 1160 doku bloklama cihaz1 (Leica) (Sekil 3.5), HI
1220 1sitic1 tabla (Leica) (Sekil 3.6), sicak su banyosu (Sekil 3.6), RM 2125RTS
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mikrotom (Leica) (Sekil 3.7), DM 4000 BL arastirma mikroskobu (Leica) (Sekil
3.12) kullanilmustir.

Sekil 3.4. Doku takip cihazi.
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Sekil 3.5. Doku bloklama cihazi.

Sekil 3.6. Sicak su banyosu ve 1sitic1 tabla.
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Sekil 3.7. Mikrotom.

3.2 Yontem
3.2.1 Bitki oziitiiniin hazirlanisi

Calismada kullanilacak bitki 6ziitii i¢in Gilaboru (VO) bitkisi Kayseri ilinden Kasim
2015 yilinda toplanmistir. Toplanan bitkiler derin dondurucuda ve su igerisine
konularak tursu kavanozlarinda +4°C’de deney baslayana kadar muhafaza edilmistir.
Kullanim sirasinda bitkilerin 6ziitli her giin taze olarak sulu ortama karisacak sekilde

sekil 3.8 deki gibi etiivde kurutularak cam ¢ubuk yardimiyla ezilmistir.
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Sekil 3.8. Gilaboru bitki 6ziitliniin hazirlanisi.

Sekil 3.9. Gilaboru bitki 6ziitiiniin sulandirilmasi.

30



3.2.2 Dozlarin baliklara uygulamasi
3.2.2.1 Amonyagin uygulanmasi

250 litrelik akvaryum sularina hazirladigimiz stok amonyaktan 5 mg/L olacak

sekilde 1250 mg amonyak dogrudan karistirilmistir.

Cizelge 3.2. Dencyde kullanilan suyun kalite Kriterleri.

Deney Gruplan
. Gilaboru 25, 50 ve
Gilaboru 25, 50 ve
100mg/Kg ve
. . . Kontrol 100mg/Kg Doz
Su kalite Kriterleri Amonyak 5 mg/L Doz
Gruplan
Gruplan
Deney Deney Deney Deney Deney Deney
Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrasi
Su Sicakhg (°C) 11,5+0,1 11,4+0,1 11,8+0,3 11,7+0,2 11,340,2 11,4+0,1
Ph 7,4+0,1 7,540,1 7,5+0,2 7,540,1 7,5+0,1 7,6+0,2
Coziinmiis O, 7,8+0,2 7,44+0,3 7,940,2 7,5+0,3 7,4+0,1 7,3+0,2
Coziinmiis Askida
28,1+1,2 30,6+1,1 29,0+0,7 31,2+6,9 29,5+0,3 30,2+0,7
Kat1 Madde (mg/L)
Sertlik (CaCo3)°dH 150,4+1,1 146,4+1,0 151,140,8 147.2+1,1 151,140,8  148,7+1,5

Amonyum NH4-N
(mg/L)

4,11+0,02  4,15+0,03  4,1240,02 4,16+0,04 4,12+0,02 4,15+0,02

Deney Oncesi ve deney sonrast akvaryum su kalite kriterlerinde (Cizelge 3.2)
(sicaklik, pH, ¢oziinmiis O, ¢Oziinmiis askida kat1 madde, sertlik) meydana gelen
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). Deney gruplarindan
amonyak uygulanan gruplarda ise ortalama amonyum miktar1 4 mg/L civarindadir.
Deneyde balik biyo-hemo-kimyasal parametreleri, antioksidan diizeylerini ve

histopatolojik hasarlara neden olusturabilecek bir su kalite kriteri olmamustir.

3.2.2.2 Gilaboru bitki 6ziitiiniin uygulanmasi

Hazirladigimiz bitki o6ziitii 20 dakika boyunca santrifiij ettikten (Sekil 3.9) sonra
enjektorle gavaj ignesi yardimiyla dogrudan baliklarin agiz yoluyla mideye
verilmigtir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Gilaboru bitki 6ziitliniin gavaj yontemiyle verilmesi.

3.2.2.3 Kan preparatlarinin alinmasi

Amonyaga maruz birakilan, gilaboru bitki o6ziitii uygulanan ve kontrol grubuna ait
baliklarda 4. ve 21. giiniin sonunda, uygun sartlarda bayiltilarak kuyruk kesimi sekil
3.11 deki gibi yapilip ve her bir baliktan 2 tane preparat yapilmistir. Sazan baliklarin
kuyruklar1 makas veya bistiiri ile tek seferde kesilerek, lam iizerine 1 damla kanin
akmasi saglanmistir. Bir lamel ile 45° ac¢1 ile yayma yapilmistir. Havada
kurutulduktan sonra 2-3 dakika etil alkol ile fiske edilmistir. Daha sonra %5’lik

Giemsa boya soliisyonu ile 20 dakika boyanacak ve boyanin fazlasi hafif akan ¢esme
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suyunda yikanip kurutulmustur. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilip daimi hale
getirilmistir.

Sekil 3.11. Kuyruk kesimi sonras1 kan damlas1 alinmasi.

3.2.2.4 Doku preparatlarinin hazirlanmasi

Diseksiyon sonrasi alinan solunga¢ ve karaciger doku parcalar1 doku takip kasetleri
igerisine konularak etiketlenmistir. Kasetler en az 24 saat %10’luk formaldehit
sollisyonunda fiksasyon i¢in bekletilmistir. Fiksatiften ¢ikarilan kasetler 24 saat hafif
akan c¢esme suyunda yikanmistir. Leica TP1020 model doku gomme cihazina
konulan kasetler saydamlastirma, dehidrasyon ve emdirme islemlerinden sonra
cihazdan c¢ikarilip Leica EG1160 model doku bloklama cihazi kullanilarak boncuk
parafin bloklara gomiilerek hazirlanmistir. Leica RM 2125RTS model doner
mikrotomda 5-6 p kalinliginda kesitler alinarak lama yapistirilmistir. Lamlar Harris
Hematoksilen-Eozin boyama yontemine uygun igslemlerle boyandiktan sonra entellan

ile kapatilmigtir.
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3.2.2.5 Mikroskop inceleme
3.2.2.6 Histopotolojik inceleme

Akut ve subkronik (4-21 giin) fazda ve farkli dozlarda amonyagin (5 ppm) ve
gilaboru (VO) bitki oziitiiniin farkli subletal dozlaria (25, 50 ve 100 mg/kg) maruz
birakilan sazan baliklarina (Cyprinus carpio L. 1758) ait solunga¢ ve karaciger
dokular1 rutin histolojik islemlerden gecirildikten sonra Hemotoksilen ve Eosin
(H&E) ile boyanmis ve Leica DM4000 model 1sik mikroskobunda histopatolojik

yoniinden incelenmistir.

3.2.2.7. Eritrosit morfolojilerinin incelenmesi

Tim gruplarin kanindan hazirlanan preparatlar Leica DM4000 model 151k
mikroskobunda, eritrosit goriintiileri incelenerek hem hiicre morfolojisindeki hem de
hiicre ¢ekirdeginde goriilen morfolojik bozuklar tespit edilerek sayimi1 ve fotografinin
cekimi yapilmistir. Ayrica eritrosit hiicre alan1 ve ¢ekirdek alaninin hesaplanmasi

amaci ile en ve boy uzunluklarinin 6lgiimleri yapilmistir ( Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Arastirma mikroskobu.

3.2.3 Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistik analizleri

Yapilan ¢alismalarda elde edilen veriler 6ncelikle Microsoft Excel programinda
kaydedildikten sonra SPSS programiyla istatistiksel analizleri yapilmistir.
Kargilagtirillan 6rnekler arasinda fark veya farkliliklar olup olmadigi %95 giliven
araliginda t testi ile hesaplanmigtir ve buna bagli olarak toksik dozlar SPSS

programinda Dukan’s modeli ile belirlenmistir

3.2.4 Amonyaga maruz kalan baliklarin makroskopik incelenmesi

Baliklar 4 ve 21 giin olmak {izere tek doz amonyaga (5 ppm) maruz birakilmistir.
Deney siiresince Oliim goriilmemis, baliklarin makroskobik incelemede saglikli

oldugu goriilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Histopatolojik Bulgular
4.1.1 Karaciger

Karaciger dokusunda gozlenen histolojik bulgular (Sekil 4.1’den Sekil 4.16’ya
kadar) asagidaki gibidir ve Cizelge 4.1 de histopatolojik degisiklikler tespit

edilmistir.

50 um

Sekil 4.1. Kontrol grubu 4 giin karaciger dokusu HE X200.
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KONT
21 GUN

/ AMON
4 GUN

Sekil 4.3. Amonyak (5 mg/L) 4 giin karaciger dokusu (1-hepatositlerde vakuollesme,
2-hepatoseliiler dejenerasyon, 3-mononiikleer hiicre infiltrasyonu) HE
X200.
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AMON
21 Giin

Sekil 4.4. Amonyak (5 mg/L) 21 giin karaciger dokusu (1-hepatositlerde
vakuollesme, 2-hepatoseliiler dejenerasyon, 3-mononiikleer hiicre
infiltrasyonu) HE X200.
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GiL25
21 GUN

Sekil 4.6. Gilaboru (25 mg/Kg) 21 giin karaciger dokusu HE X200.
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Sekil 4.8. Gilaboru (50 mg/Kg) 21 giin karaciger dokusu HE X200.
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by

Sekil 4.9. Gilaboru (100 mg/Kg) 4 giin karaciger dokusu (1-hepatositlerde
vakuollesme) HE X200.

5
. - v
' " 21 GUN

Sekil 4.10. Gilaboru (100 mg/Kg) 21 giin karaciger dokusu (1-hepatositlerde
vakuollesme, 2-hepatoseliiller dejenerasyon, 3-mononiikleer hiicre
infiltrasyonu) HE X200.
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AMON+GiL25
4 GUN

Sekil 4.11. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (25 mg/kg) 4 giin karaciger dokusu (1-
hepatositlerde vakuollesme, 2-hepatoseliiler dejenerasyon) HE X200.

AMON+GIL25
21 GUN

Sekil 4.12. Amonyak (5 mg/L)+Gilaboru (25 mg/Kg) 21 giin karaciger dokusu (1-
hepatositlerde vakuollesme, 2-hepatoseliiler dejenerasyon) HE X200.
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AMON+GIL50
4 GUN

Sekil 4.13. Amonyak (5 mg/l)+gilaboru (50 mg/kg) 4 giin karaciger dokusu HE
X200.

AMON+GIL50
21 GUN

Sekil 4.14. Amonyak (5 mg/L)+Gilaboru (50 mg/Kg) 21 giin karaciger dokusu HE
X200.
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AMON+GIL100
4 GUN

Sekil 4.15. Amonyak (5 mg/L)+Gilaboru (100 mg/Kg) 4 giin karaciger dokusu (1-
hepatositlerde  vakuollesme, 2-hepatoseliller dejenerasyon,  3-
mononiikleer hiicre infiltrasyonu) HE X200.

v

.

AMON+GIL100
21 GUN

Sekil 4.16. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (100 mg/kg) 21 giin karaciger dokusu
(1-hepatositlerde vakuollesme, 2-hepatoseliiler dejenerasyon, 3-
mononiikleer hiicre infiltrasyonu) HE X200.
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Cizelge 4.1. Karaciger dokularinda goriil goriilen lezyonlarin gruplara goére dagilima.
(+histopatolojik  degisiklik tespit edilmistir.) (AMON=AmMonyak,
GIL25=Gilaboru 25 mg/Kg, GIL50=Gilaboru 50 mg/ Kg,
GIL100=Gilaboru 100 mg/ Kg).

AMON+ AMON+ AMON+

Karaciger Kont  Amon  GiL25  GiL50  GiL100 _ ) .
Gil25 Gil50 Gil100
dokusunda
gbzlenen
histopatolojik
s £ 5§ 2 § 2 § £ § £ § £ § £ § %
lezyonlar S % B g 0 g %0 S o0 g0 o ) o Bp o0
¥ o T ~ = IS = IS -~ IS -~ ~ = S = S
1.Hepatositlerde P ) + } + _ + + O+t o+ o+ o+ 4+
vakuollesme +
2.Hepatoseliiler o4t ) + ) + R + + 4+ 4+ o+ o+
dejenerasyon +
3.Mononiikleer -
hiicre -+ + + - + + o+ o+ o+

infiltrasyonu

Kontrol grubu karaciger dokulari incelendiginde, hepatosit hiicrelerinin diizlenisi ve
sinozoitlerin normal yapida oldugu gozlenmistir. Gilaboru bitki Oziitlerinin
kullanildig1 gruplardaki goriinimlerde normal iken amonyak grubunda hepatositlerde
vakuollesme, hepatoseliiller dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu
gbzlenmistir. Amonyakla birlikte gilaboru bitki Oziitiiniin kullanildig1 gruplarda

amonyagin hasarin1 azaltmakla birlikte ayni histopatolojik degisimlerin goriildigi

tespit edilmistir.
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4.1.2 Solungacg

Solunga¢ dokusunda goézlenen histolojik bulgular (Sekil 4.17°den Sekil 4.32°ye
kadar) asagidaki gibidir ve Cizelge 4.2 de histopatolojik degisiklikler tespit

edilmistir.

[T

L.t

{4 GUN A%

Sekil 4.17. Kontrol grubu 4 giin solungag¢ dokusu.
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Sekil 4.18. Kontrol grubu 21 giin solunga¢ dokusu (pl-primer lamel, sl-sekonder
lamel) HE X200.
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Sekil 4.19. Amonyak (5 mg/L) 4 giin solunga¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda ¢omaklasma, 3-sekonder
lamellerde kisalma, 4- sekonder lamellerde birlesme) HE X200.
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Sekil 4.20. Amonyak (5 mg/L) 21 giin solunga¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda gomaklasma, 3-sekonder
lamellerde kisalma, 4- sekonder lamellerde birlesme) HE X200.

Sekil 4.21. Gilaboru (25 mg/Kg) 4 giin solungag dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi) HE X200.
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Sekil 4.22. Gilaboru (25 mg/Kg) 21 giin solungag¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi) HE X200.

Sekil 4.23. Gilaboru (50 mg/Kg) 4 giin solunga¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda ¢omaklasma, 3-sekonder
lamellerde kisalma) HE X200.
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Sekil 4.24. Gilaboru (50 mg/Kg) 21 giin solunga¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda ¢omaklasma, 3-sekonder

lamellerde kisalma) HE X200.
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Sekil 4.25. Gilaboru (100 mg/Kg) 4 giin solungag¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi) HE X200.

PR,

Sekil 4.26. Gilaboru (100 mg/Kg) 21 giin solunga¢ dokusu (1-sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi) HE X200.
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Sekil 4.27. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (25 mg/kg) 4 giin solunga¢ dokusu (1-
sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda
comaklasma, 3-sekonder lamellerde kisalma, 4-sekonder lamellerde
birlesme) HE X200.

V85
A7 e WSS

P ' 4 Z )
.’- AMON+GIL25 "

21 GUN L d

Sekil 4.28. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (25 mg/kg) 21 giin solungag dokusu (1-
sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda
comaklagma, 3-sekonder lamellerde kisalma, 4-sekonder lamellerde
birlesme) HE X200.
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AMON+GIL50
4 GUN

Sekil 4.29. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (50 mg/kg) 4 giin solunga¢ dokusu (1-
sekonder lamellerde epitel ayrilmasi) HE X200.
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Sekil 4.30. Amonyak (5 mg/L)+gilaboru (50 mg/kg) 21 giin solungag¢ dokusu (1-
sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, 2-sekonder lamel ucunda
comaklagma, 3-sekonder lamellerde kisalma, 4-sekonder lamellerde
birlesme) HE X200.
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AMON+GIL100
4 GUN

Sekil 4.31. Amonyak (5 mg/L)+Gilaboru (100 mg/Kg) 4 Giin Solunga¢ Dokusu (1-
Sekonder lamellerde epitel ayrilmasi) HE X200.
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Sekil 4.32. Amonyak (5 mg/L)+Gilaboru (100 mg/Kg) 21 Giin Solungag¢ Dokusu
(1-Sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, 2-Sekonder lamel ucunda
comaklagsma, 3-Sekonder lamellerde kisalma, 4-Sekonder lamellerde
birlesme) HE X200.
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Cizelge 4.2. Solunga¢ dokularinda goriilen goriilen lezyonlarin gruplara gore
dagilimi. (+ histopatolojik degisiklik tespit edilmistir.) (AMON=
Amonyak, GIL25= Gilaboru 25 mg/Kg, GIL50= Gilaboru 50 mg/ Kg,
GIL100= Gilaboru 100 mg/ Kg).

AMON+ AMON+ AMON

Solungag Kont — Amon  Gil2s — GiLso  GiLwo — Giso  + GilL00
+
dokusunda 1125 i15 i
gbzlenen
. . s S = 5 = s s £ = g = g = g = =
histopatolojik 3, & g L 2 5 A E A & g :‘3 g & A C
lezyonlr T & Y & ¥ 8 ¥ & v 8§ v J& v & v 8
1. Sekonder
++
lamellerde + - - +  ++ o+ ++ o+ 4+
+
epitel ayrilmasi
2. Sekonder
++
lamel ucunda - -4+ - - - - - - 4+ o+ o+ o+ ++
+
¢omaklagma
3. Sekonder
++
lamellerde - -+ - - - - - - + o+ o+ o+ o+ o+
+
kisalma
4. Sekonder
++
lamellerde - -+ - - - - - - + o+ 4+ 4+ o+ 4t
+
birlesme

Kontrol grubu solunga¢ dokulari incelendiginde, primer ve sekonder lamellerin
normal yapida oldugu gozlenmistir. Gilaboru bitki Oziitlerinin  kullanildigi
gruplardaki goriinimlerde normal iken amonyak grubunda sekonder lamellerde
epitel ayrilmasi, uglarinda ¢omaklasma, kisalma ve birlesme gozlenmistir.
Amonyakla birlikte gilaboru bitki Oziitiiniin kullanildig1 gruplarda amonyagin
hasarin1 azaltmakla birlikte ayni histopatolojik degisimlerin goriildigii tespit

edilmistir.

4.2 Eritrosit Morfolojileri

4.2.1 Mikroniikleus (MN)

Hiicrenin mitoz boéliinmesiyle olusan sitopldzma icinde ana gekirdek ile birlikte
izlenen ikinci bir kii¢iik g¢ekirdek yapisina verilen isimdir. MN genellikle DNA
hasarlarindan olusur (Fenech, 2010). MN sayisinda gozlenen artisa viicut
hiicrelerindeki genomik kararsizlik ve g¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu

kromozom diizensizlikleri neden olur. MN genellikle hiicre icinde genotoksik
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maddelerin etkisiyle bir veya daha fazla gorilebilirler (Sekil 4.33) (Ath ve
Sekeroglu, 2011).

10 pm

Sekil 4.33. Mikrontikleus (MN) (Oklar).

4.2.2 Centikli niikleus

Cekirdek zarinda ¢ekirdek igerisine dogru olusum saglayan iginde kromatin
bulunmayan girintilere sahip ¢ekirdek yapisidir (Sekil 3.34).

Sekil 4.34. Centikli niikleus (Oklar).
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4.2.3 Tomurcuklu niikleus
Cekirdek zarindan disar1 ¢ikinti yapar. Kromatin igerir ve kiigiik tomurcuklanmalari
vardir (Sekil 3.35).
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Sekil 4.35. Tomurcuklu niikleus (Oklar).
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-

4.2.4 Loblu niikleus
Biiyiik ve ¢ok sayida lob barindiran ¢ekirdek yapisidir ( Sekil 3.36).
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Sekil 4.36. Loblu niikleus (Oklar).
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4.2.5 Biniikleus

Bir hiicre igerisinde iki tane niikleus bulunmasi durumudur (Sekil 3.37) (Arslan,
2011).
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Sekil 4.37. Biniikleus (Oklar).

4.3 Cekirdek morfolojileri

4.3.1 Ekinosit
Hiicre zarinda meydana gelen ayni ¢ap ve uzunluktaki ¢ikintilarla olusur (Sekil 3.38).
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Sekil 4.38. Ekinosit (Oklar).

58



4.3.2 Hipokromi
Eritrositlerin hemoglobin miktarinin azalmasi sonucu hiicre sitoplazmasinin orta

kisminda goriilen soluk renkli alanin artmasiyla olusur (Sekil 3.39).

e "%

Sekil 4.39. Hipokromi.

4.3.3 Kiiremsi
Normal c¢ekirdek capina gore kiigiikk, daha yuvarlak ve ortasindaki soluklugun
kayboldugu alyuvarlardir(Sekil 4.40) (Arslan, 2011).
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Sekil 4.40. Kiiremsi.




4.3.4 Orak
Hemoglobinde bulunan beta zincirindeki 6. aminoasitin glutamin yerine valin

aminoasitinin baglanmasiyla olusan hemoglobin S’nin yer almasiyla hiicrenin orak

seklini almasidir Sekil 4.41) (URL-3).
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Sekil 4.41. Orak (Oklar).

4.3.5 Fusiform (eliptosit)
Eritrositlerin hemoglobinlerinin oksijensiz ortamda eliptosit seklini almasidir.

Eliptositlerin uglart hafif yuvarlaktir (Sekil 4.42) (URL-4).

— ’. — \.\—-
- - . -
e s ./ - ‘:

- S-
L ) \ ~ : &

- Q = D @

- —
., - - - > - ‘ :_‘
L B n - - - -

- o~ . -

- o ° oS

- - ‘\-ﬂaﬁ

Sekil 4.42. Fusiform (Oklar).
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4.4 Eritrositlerin hacim 6l¢iimleri

Hazirlanan preparatlardan eritrositlerin en ve boylar1 mikroskopta olgiilerek (Sekil
4.43) eritrosit alan hesaplamasi asagidaki formiile gore yapilmistir.

Eritrosit alam: ©n x *U.K./2 x *K.K./2 pm? (*U.K.= Uzun kenar, *K.K.= Kisa
kenar)

Hazirlanan preparatlardan eritrosit ¢ekirdeklerinin en ve boylar1 mikroskopta
olgiilerek eritrosit ¢ekirdek alan hesaplamasi asagidaki formiile gore yapilmistir ve
Cizelge 4.3 deki gibi niikleoplazmik indeks alani bulunduktan sonra Sekil 4.44 de

hesaplamasi yapilmistir.

Cekirdek alam: = x UK./2 x KK./2 um? (*U.K. =Uzun kenar, *K.K= Kisa

kenar)

Sekil 4.43. Eritrosit 6l¢limii (siyah oklar hiicre alanini, renkli oklar ¢ekirdek alanini
hesaplarken kullanilan kisa ve uzun kenarlar1 géstermektedir).
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Cizelge 4.3. Niikleoplazmik indeks alani.

‘ AKUT SUPKRONIK
Kontrol 0,221+ 0,01° 0,214 +0,01°
Amonyak 0,192 +0,01" 0,187 + 0,01
Gilaboru25 0,225 +0,02¢ 0,231 + 0,03¢
Gilaboru 50 0,251 +0,07¢ 0,259 + 0,01c
Gilaboru 100 0,264 + 0,07° 0,277+ 0,04b*
Amonyak+ gilaboru 25 0,215+ 0,03° 0,214 +0,02¢
Amonyak+ gilaboru 50 0,225 + 0,02° 0,223+ 0,01°
Amonyak+ gilaboru 100 0,281 +0,07% 0,317+ 0,04a*

[a,b,c,d,e,f

]: Her siitun da farkli harfle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak

birbirinden farklidir (p <0,05).
* Sireler arasi istatistiksel farki gosterir (p <0,05).

NUKLEOPLAZMIK INDEKS

0,4
0,35 T
0,3 T T T
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

H 21 giln

W4 gin

Sekil 4.44. Niikleoplazmik indeks hesaplama.

NP=Niikleus alani/Cekirdek alani- Niikleus alan1 (James vd., 1953).
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Cizelge 4.4. 4 giinlik eritrosit morfolojikler.

4.GUN Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler Hiicre yapisinda goriilen morfolojik
degisiklikler
Kontrol 10000 0 0 2 1 1 1 0 0 2 1
Gil25 10000 0 2 5 2 1 0 0 0 0 0
Gil50 10000 2 2 4 2 0 4 1 0 2 0
Gil100 10000 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
A+Gil25 10000 0 0 2 1 0 1 0 0 0 0
A+Gil50 10000 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
A+Gill00 10000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Amonyak 10000 0 3 3 0 1 4 0 0 2 0
Cizelge 4.5. 21 giinliik eritrosit morfolojikler.
21 GUN Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler ~ Hiicre yapisinda goriilen morfolojik
degisiklikler
o % o —? S 87 = g
g2z 2 £ £ £ < 5 £ £
8 =< &£ & 3§ & & & &5 © © I
Kontrol 10000 O 0 2 0 1 1 0 1 2 1
Gil25 10000 O 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Gil50 10000 O 1 1 0 2 0 0 0 1 0
Gil100 10000 O 0 0 0 0 1 0 0 1 0
A+Gil25 10000 O 1 0 1 0 3 1 0 0 0
A+Gil50 10000 1 0 0 1 1 2 1 3 3 0
A+Gil100 10000 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1
Amonyak 10000 O 0 0 2 0 1 1 0 1 0
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Cizelge 4.6. 4 Glinliik eritrosit morfolojikler % degerleri.

4, GON Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler Hiicre yapisinda goriilen morfolojik
degisiklikler
- - — é 1S = = .g
= 7 = > = = °
= > S = = o £ 3 <
£ 4 z - 3 ¢ £ ' & & £ 8
Q& == o 2 o X T o X i, T
Kontrol ~ 1000 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01
0
Gil25 1000 0,00 0,02 0,05 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0
Gil50 1000 0,02 0,02 0,04 0,02 0,00 0,04 0,01 0,00 0,02 0,00
0
Gil100 1000 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
0
A+Gil2 1000 0,00 0,00 0,02 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0
A+Gil5 1000 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00

0 0
A+Gill 1000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

00 0
Amonya 1000 0,00 0,03 0,03 0,00 0,01 0,04 0,00 0,00 0,02 0,00

k 0

Cizelge 4.7. 21 giinliik eritrosit morfololojikler % degerleri.

21 GUN Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler Hiicre yapisinda goriilen morfolojik
degisiklikler

- - o— é e 7 = g
-5 £ = 2 5 £ 3 k>
Kontrol 1000 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01
Gil25 (1)000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Gil50 (1)000 0,00 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
Gil100 2000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00
A+Gil25 (1)000 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03 0,01 0,00 0,00 0,00
A+Gil50 (1)000 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,03 0,00
A+Gill0 2000 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01
g\monya (1)000 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00

k 0

Cizelge 4.4’ dan Cizelge 4.7 deki verilere gore, 4 ve 21 giinde bulunan toplam 16
farkli gruptaki preparatlarda, hiicreler icerisinde tespit edilen niikleus anormallik
tiirlerine ait hiicredeki sayilar1 verilmistir. Bu verilere gore 4 giinliik olan kontrol
grubu ve 7 farkli deney grubunda toplam 10000 hiicre sayilmistir. 4 giinliik olan
preparatlardan sayilan 10000 eritrosit igerinde kontrol grubuna ait MN, BN ve orak
hiicreye rastlanmazken, LB 1, CN 1, KT 1, Fusiform 1, Ekinosit 2 ve Hipokromi 1
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adet bulunmustur. Gil25 dozu uygulanan grupta MN, Fusiform, Orak, Kiiremsi,
Hipokromi bulunmazken BN 2, LN 5, CN 2 ve KN 1 adet bulunmustur. Gil50 dozu
uygulanan grupta KN, Kiiremsi ve Hipokromiye rastlanmazken MN 2, BN 2, LN 4,
CN 2; Fusiform 4, Orak 1 ve EKkinosit 2 adet bulunmustur. Gil100 doz uygulanan
grupta LN 1 ve 1 adet Fusiform bulunmustur. MN, BN, KB, CN, Orak, Kiiremsi,
Ekinosit ve Hipokromiye rastlaniimamistir. Amonyak+gil25 dozu uygulanan grupta
LN 2, CN 1 ve Fusiform 1 adet bulunurken diger anomalilere rastlanilmamustir.
Amonyak+gil50 dozu uygulanan grupta LN 1 ve Fusiform 1 adet goriiliirken diger
anomalilere rastlanilmamistir. Amonyak+gil100 dozu uygulanan grupta da sadece
Hipokromi goriilmiistiir. Son olarakda amonyak 5 mg uygulanan grupta ise; BN 3,
LN 3, KB 1, Fusiform 4 ve Ekinosit 2 adet bulunurken diger anomalilere yine

rastlanilmamustir.

21 giinliik olan preparatlardan sayilan 10000 eritrosit igerinde kontrol grubuna ait
MN, BN, Centik ve orak hiicreye rastlanmazken, LB 2, KT 1, Fusiform, Ekinosit 2,
Kiiremsi 1 ve Hipokromi 1 adet bulunmustur. Gil25 dozu uygulanan grupta sadece
fusiform 1 adet bulunmustur. Gil50 dozu uygulanan grupta BN 1, KN 2, LN 1,
Ekinosit 1 adet bulunup MN, Centikli, Fusiform, Orak, Kiiremsi ve Hipokromiye
rastlanilmamustir. Gil 100 doz uygulanan grupta da sadece Fusiform 1 ve Ekinosit 1
adet bulunmustur. Amonyak+gil25 dozu uygulanan grupta BN 1, CN 1, Fusiform 3
ve Orak 1 adet bulunurken diger anomalilere rastlanilmamistir. Amonyak+gil50 dozu
uygulanan grupta MN 1, Centikli 1, KN 1, Fusiform 2, Orak 1, Kiiremsi 3 ve
Ekinosit 3 adet goriilirken diger anomalilere rastlanilmamigtir. Amonyak+gil100
dozu uygulanan gruptada BN, CN, Orak ve Kiiremsiye rastlanmazken diger
anomalilere rastlanilmistir. Son olarak da amonyak 5 mg uygulanan grupta ise; CN 2,
Fusiform 1, Orak 1 ve EKkinosit 1 adet bulunurken diger anomalilere yine
rastlanilmamistir. Bu veriler dikkate alindiginda akvaryum ortamina verilen amonyak
ve gilaboru bitki Oziitiiniin her dozunda kontrole gore birgok anomalilerde artis

gozlenmistir.

65



Cizelge 4.8. 4 giinliik eritrositlerde goriilen niikleus anormallikleri sayilarinin
anlamlilik bilgileri.

Hiicre yapisinda goriilen

Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler morfolojik degisiklikler

Deney

= — g I = = =

Gruplari 2 > > 2 % 3 S X E ] _g

] > o 3 5 3 'z o) 5 £ 8

= o S Z < w T

Kontrol 10000 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01
Gil25 10000 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<é),0
Gils0 10000 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<é),0
Gilloo 10000 p>00s PO% pcoos p<oos peops P00 P05 00505 PDO
A+Gil25 10000 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>005 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<é),0
A+Gil50 10000 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0<0,05 |O<é),0
A+GIl100 10000 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>§,0
Amonyak 10000 P0% pcoos p<00s p<005 po005 peoos P00 PPO0Spnp05  PDO

Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayilarinin anlamlilik diizeyleri
incelendiginde (Cizelge 4.8.); 8 farkli grupta incelenen eritrositlerde tespit edilen
anormalliklerin sayilar1 karsilagtirlldiginda MN degerlerinin  gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahip olmadig: tespit edilmistir (p > 0,05).
Sekiz farkli grupta bulunan eritrositlerden BN sahip eritrosit sayilar1 arasindaki
anlamlilik diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile Gil100, A+Gil25, A+Gil50,
A+Gil100 mg/kg doz verilen gruparasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmazken (p > 0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p <
0,05). Sekiz farkli grupta bulunan eritrositlerden LN sahip eritrosit sayilar1 arasindaki
anlamlilik diizeylerine bakildiginda A+Gil25 mg/kg doz grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (p> 0,05), diger gruplar arasinda anlaml
farklillk bulunmustur (p < 0,05). Centikli hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda A+Gil25 mg/kg doz grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmazken (p >0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmamustir (p< 0,05). Kabarcikli hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine
bakildiginda Gil25 ve amonyak doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmazken (p>0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur
(p < 0,05). Fusiform hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda
Gil100, A+Gil25, A+Gil50 mg/kg doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik bulunmazken (p>0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur
(p<0,05). Orak hiicre sayilar arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda Gil25,
Gil100, A+Gil25, A+Gil50, A+Gill00 mg/kg ve amonyak doz grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmazken (p > 0,05), diger gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p < 0,05). Kiiremsi hiicre sayilar1 tiim doz
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p > 0,05).
Ekinosit hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda Gil50 ve
amonyak doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken
(p>0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p <0,05). Hipokromi
hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda A+Gil100 doz grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (p > 0,05), diger

gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p < 0,05).

Cizelge 4.9. 21 giinliikk eritrositlerde goriilen niikleus anormallikleri sayilarinin
anlamlilik bilgileri.

Hiicre yapisinda goriilen

Cekirdekte goriilen morfolojik degisiklikler morfolojik degisiklikler

G?Sgle;/rl z S = g E X é 2 g
x z z S = = S < 5 e ks

2 = ® 3 § £ % 6 5 £ B8

) = 5 =

Kontrol 10000 000 000 002 000 001 001 000 00l 002 001
Gil25 10000 p>005 p>005 p<005 p>005 p<005 p>005 p>005 P05 P<00S p<50 .
Gil50 10000 p>0,05 p<005 p<0,05 p>005 p<0,05 p<0,05 p>0,05 P005 P<005  p<00

5

p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,0
5

Gil100 10000  p>0,05
p>0,05  p<0,05

p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05

p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,0

A+Gil25 10000 5

p<0,05 p<0,05 p<0,05

A+Gilso 10000 P05 P20.05 605 pc005 ps00s P05 Pp<0.05 p<005 p<0,05 p<00
: : : 5

AsGiltoo 10000 PO P00 o5 005 po005 o005 poogs P05 P<005 0O
p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,0

Amonyak 10000 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05

5

Eritrositlerin niikleuslarinda tespit edilen anormallik sayilarinin anlamlilik diizeyleri
incelendiginde (Cizelge 4.9.); 8 farkli grupta incelenen eritrositlerde tespit edilen
anormalliklerin sayilar1 karsilastirildiginda MN degerlerinin A+Gil50 mg/kg doz
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahip oldugu tespit
edilmigken (p <0,05), diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriillmemistir (p >

0,05). Sekiz farkli grupta bulunan eritrositlerden BN sahip eritrosit sayilari
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arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile Gil50, A+Gil25
mg/kg doz verilen grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken
(p<0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p > 0,05). Sekiz farkli
grupta bulunan eritrositlerden LN sahip eritrosit sayilar1 arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda tiim doz gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p < 0,05). Centikli hiicre sayilari arasindaki anlamlilik
diizeylerine bakildiginda A+Gil25, A+Gil50 mg/kg ve amonyak doz grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunurken (p < 0,05), diger gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmamistir (p > 0,05). Kabarcikli hiicre sayilari arasindaki
anlamlilik diizeylerine bakildiginda Gil25, Gil50, Gil100, A+Gil25 mg/kg ve
amonyak doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunurken
(p<0,05), diger gruplar arasinda anlaml farklilik bulunmamistir (p > 0,05). Fusiform
hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda Gil50, A+Gil25,
A+Gil50 mg/kg doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunurken (p < 0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamistir
(p>0,05). Orak hiicre sayilar1 arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda
A+Gil25, A+Gil50 mg/kg ve amonyak doz grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik bulunurken (p < 0,05), diger gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmamigtir (p > 0,05). Kiiremsi hiicre sayilar1 tim doz gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p <0,05). EKinosit hiicre sayilar
tim doz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0,05). Hipokromi hiicre sayilari arasindaki anlamlilik diizeylerine bakildiginda
Gil25, Gil50, Gil100, A+Gil25, A+Gil50 mg/kg doz gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunurken (p < 0,05), diger gruplar arasinda anlaml
farklilik bulunmamustir (p > 0,05).
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5.SONUC VE ONERILER

Su iirtinleri diinyadaki en hizli biiyiimekte olan gida tlireten sektordiir. Diinya ¢capinda
insanlar, hayvan proteinlerinin %25'ini balik ve kabuklu deniz hayvanlarindan elde
etmektedirler. En modern su friinleri yetistirme operasyonlarmin ekonomisi,
baliklarin yiiksek yogunlukta kiiltiirlenmesini gerektirir (Benli ve Kdoksal, 2005).
Baliklar1 etkileyen tiim su kalitesi parametrelerinden, amonyak oksijenden sonra en
onemlisidir (Waston, 1996). Amonyak, baliklarin azotlu atiliminin %60 ila %80 ini
temsil eden baliklarin temel azotlu atik {irlintidiir (Handy ve Poxton, 1993; Salin ve
Williot, 1991). Ayrica, iire ve aminlerin yaninda solungaglar tarafindan atilan ana
azotlu atik materyaldir ve protein katabolizmasinin bir son triiniidiir (De Croux vd.,
2004). Yogun yetistirme kosullar1 altinda ve 6zellikle atik birakildiginda, amonyak
konsantrasyonlar1 baliklarin hayatta kalmasini ve biiylimesini sinirlayan seviyelere
ulasabilir (Haywood, 1983). Amonyak biiylimede azalmaya hatta Oliime neden
olabilir (Meade, 1985; Salin ve Williot, 1991). Toksik seviyelere kadar ulasan
amonyak seviyesi, baligin yemden enerji alamamasina ve komaya girerek 6liimiine
neden olur (Hargreaves ve Tucker, 2004). Amonyak, solungaglardan kan dolasimina
oksijen transferini engelleme egilimindedir. Acil ve uzun siireli solungag¢ hasarina
neden olabilir (Amajuoyi ve Joel, 2010). Ayrica balik, kabuklular ve
yumusakgalardaki serebral enerji metabolizmasinin bozulmasina, solungac,
karaciger, bobrek, dalak ve tiroid hasarina neden olabilir (Smart, 1978). Bunlara
ilaveten olumsuz kosullarin etkileri baliklar iizerinde fizyolojik ve metabolik stres
degisimleri seklinde rapor edilmistir (Barry, 1993; Barton ve lwama, 1991; Bonga,
1997; Gamperl vd., 1994; Ilwama vd., 1998; Pickering ve Pottinger, 1995). Bu
bulgularin i¢inde stres gostergelerinden en sik kullanilani glikokortikosteroid
diizeyleri {lizerinedir. Bunun nedeni ise hem olumsuz g¢evre kosullarinin canlilar
tizerinde olusturabilecegi etkinin ilk gostergesi hem de kortizol verilerinin ¢ok
kolaylikla o6lgiilebilir ve ticari olarak kolay temin edilen kitlerle belirlenebilmesidir

(Leatherland vd.,1994).

Baliklar, su ortamindaki degisikliklere kars1 biiyiik bir hassasiyetle tepki gosterdigi
icin biyoindikator tiir olarak hizmet eder ve su kirliliginin izlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir (Chen vd., 2010). Yaygin ¢evresel kirlenmeler teleost baliklar da dahil
olmak {tizere hayvanlarda endokrin sistem fonksiyonuna miidahale ettigi kabul

edilmektedir (Affonso vd., 2008; Hontela, 2005).
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Dispacales (Rubilas) takiminin Caprifoliaceae (hanimeli) familyasindan olan VO
(gilaboru) bitkisinin gévdesi, meyvesi ile kabugu farmokolojide ¢ok sayida kullanim
alanina sahiptir. Gilaboru Tiirkiye’de Kayseri basta olmak iizere Sivas, Tokat, Bursa,
Sakarya illerinde dogal olarak yetismektedir (Baytop, 1963; Davis, 1972; Divrikli
vd., 2002).

Gilaboru; antioksidan, antikansorojen ve antimikrobiyal o6zellige sahiptir.
Antioksidanlar viicutta serbest radikalleri baglayarak sagliga zarar verebilecek ¢ok
sayida etkiyi durdurmaktadir (Cesoniene vd., 2013; Jurikova vd., 2010). Gilaboru
cekirdekleri 15 farkli aminoasit igerir. Ayrica gilaboru gekirdekleri serbest yag ve
yag asidi yoniinden de zengin oldugu raporlarla belirtilmistir (Denisenko vd., 2004).
Gilaboru suyu bobrekte olusan tag ve kumlar1 kimyasal olarak eritici 6zelligine sahip
oldugu bilinmektedir. Gilaborunun gévde ve kabuklarindan elde edilen siv1; sindirim
rahatsizliklari, yiiksek tansiyon, hafif astim, sindirim problemleri Ulger (2012), kalp
rahatsizliklar1, epilepsi nébetleri, kas kramplari, kabakulak, menstriiel sancilar,
dogum sonras1 sancilar1, uyku problemleri, romatizma ve bazi sinir rahatsizliklarinda
dahili olarak, harici olarak da egzama gibi bazi cilt problemlerinde kullanilmaktadir
(C'esoniene ve Viskelis, 2010; Crisan, 2013). Alternatif tipta safra kesesi ve
karaciger hastaliklarmin tedavisinde de gilaborudan faydalanilmaktadir. Gilaboru

meyvesi, meyve suyu ve nektar olarak da kullanilir (Cam ve Hisil, 2007).

Bizim c¢alismamizda Cizelge. 4.1. (Karaciger tiim sonug) incelendiginde kontrol
grubu karaciger dokularinda, hepatosit hiicrelerinin diizlenisi ve sinozoitlerin normal
yapida oldugu gozlenmistir. Gilaboru bitki 6ziitlerinin kullanildig1r gruplardaki
goriiniimlerde normal iken amonyak grubunda hepatositlerde vakuollesme,
hepatoseliiler dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu goézlenmistir.
Amonyakla birlikte gilaboru bitki Oziitiniin kullanildigi gruplarda amonyagin
hasarmi azaltmakla birlikte ayni histopatolojik degisimlerin goriildiigii tespit
edilmistir. Cizelge. 4.2. (solungag tiim sonug) incelendiginde; kontrol grubu solungag
dokularinda, primer ve sekonder lamellerin normal yapida oldugu gozlenmistir.
Gilaboru bitki o6ziitlerinin kullanildig1 gruplardaki goriinlimlerde normal iken
amonyak grubunda sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, uglarinda ¢omaklasma,

kisalma ve birlesme gozlenmistir. Amonyakla birlikte gilaboru bitki 6ziitliniin
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kullanildig1 gruplarda amonyagin hasarin1 azaltmakla birlikte ayni histopatolojik

degisimlerin goriildigii tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.44 incelendiginde kontrol grubuna gore biitiin doz gruplarinda
niikleoplazmik indeksde meydana gelen azalmalarin istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Ancak gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde
Gil25+Amon ve Gil50+Amon gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir
(p > 0,05). Doz gruplar siireler bakimindan karsilastirildiginda, sadece Gill00 ve
Gil100+Amon doz gruplarindaki degisimler istatistiksel agidan anlamli bulunmustur

(p <0,05).

NHs’a maruz kalan solungaglarda, NH; fonksiyonlarinin solungaglara daha fazla
girmesini Onleyen yaygin bir koruyucu fenomen oldugu diisiiniilmektedir. Sonucta;
mukusun solungaglara asir1 salgis1 solunum fonksiyonlarini olumsuz etkilemekte ve
oksijensiz kalmaya bagl olarak baligin 6limiine neden olmaktadir (Overstreet ve
Solangi, 1982). Literatiirde amonyaga maruz kalan balik tiirlerinin gesitli dokularinda
(karaciger, solungag, dalak) histopatolojik degisimlerin olustugu farkli arastiricilar
tarafindan rapor edilmistir (Qin, 2017; Wang, 2017). Amonyak hasarina bagli olarak
hiicre hasar1 olusunca; hiicre sitoplazma hacminde bir artis gézlenmistir. Sitoplazma
hacmindeki artis hem hiicrede hipertrofiye sebep olmustur hem de niikleoplazmik
indeks oraninda bir diisise sebep olmustur. Gilaboru bitki 6ziitii amonyagin bu
olumsuz etkilerini bir nebze azaltmis olmasina ragmen tamamen kontrol grubuna
esdeger bir duruma getirmeyisi farkli dozlarin kullanilarak en uygun dozun
bulunmas1 gerektigi kanisin1 uyandirmistir. Naslunda (2007)’ nin yapmis oldugu
calismada yaygin bir sekilde kullanilan non-steroidal anti-inflammatuar ilag olan
diflofenacin baliklarda bobrek dokularinda renal hematopoietik hiperplazi gelisimine
yol agtigin1 gostermiglerdir (Naslunda, 2007). Tabassum (2016) ‘ya gore bir herbisit
olan pendimethaline maruz kalan baliklarda bobrek dokusunda doza bagli olarak
nekroz, hiicresel hipertrofi ve granuler sitoplazma olusumunun gergeklestigini rapor
etmislerdir (Tabassum, 2016). Kiiltiir balik¢iginda parazitik hastaliklarin baliklara
olan etkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada arastiricilar barsak kurdu parazitinin barsak
dokusunda submukozada nekroz ve barsak tikanikligi oldugunu rapor etmislerdir
(Santos, 2017; Tabassum, 2016).
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Literatiirde bizim ¢alismamiz ile karsilastirma yapilabilecek bir ¢calisma olmamakla
beraber benzer toksikolojik veya parazitolojik defektler sonucu olusan
histopatolojiler ile ¢alisma bulgularimizda goriillen amonyaga maruz kalmis sazan
baliklarinin ~ karaciger dokularinda  goriilen:  hepatositlerde  vakuollesme,
hepatositlerde  hipertrofi, hepatoseliiler dejenerasyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, yaglanma, petesi ve konjesyon (kanama) ile solunga¢ dokularinda;
sekonder lamellerde epitel ayrilmasi, kisalma, birlesme, diizlesme, uclarda
c¢omaklasma gibi histopatolojik bulgulara yukaridaki g¢alismalarda goriilen bazi

bulgularla benzerlik gostermistir.

Takamy’in yaptig1 calismada LCsp degerlerini 12,3 mg/L olarak bulunmus ve
dokularin histopatolojik yonden incelenmesinde solungaglarda anevrizma, 6dem ve
hiperemi, karacigerde ise dejenerasyon, hiperemi, ve nekrotik lezyonlar yaygin
olarak goriilmiistir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada da bazi benzer bulgular bulunmakla
birlikte uygulanan dozun diisiik olmasindan dolay1 nekrotik lezyonlara

rastlanmamustir (Takamy, 2002).

Amonyagim etkisinin sazanlardaki etkisinin arastirildigi Chaudhry (2013) tarafindan
yapilan calismada gozlenen histopatolojik degisiklikler bizim yaptigimiz ¢alismada
da paralellik gdstermistir. Solungacglarda gozlenen hiperplazi ve sekonder lamellerde

birlesme bizim yaptigimiz ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Bu ¢alisma ve benzer calismalar kiyaslandiginda amonyak dozuna bagli meydana
gelen degisimler paralellik gostermektedir. Amonyak ile birlikte gilaboru bitki
Oziitlinlin birlikte uygulandig1 gruplarda gerek eritrosit morfolojilerindeki gerekse
karaciger ve solunga¢ dokularindaki amonyak uygulamasinda goriilen degisimlerin
gilaboru bitki 6ziitlinlin birlikte kullanilmasi ile azaldig: tespit edilmistir. Ancak bu
olumlu degisimler olmasina ragmen uygulanan farkli dozlarin {iglinde de kontrol
grubuna ¢ok yakin benzerlik goriilememistir. Amonyagin hasarma kars1 gilaboru
bitki Oziitlinlin terapotik etkilerinin oldugu ancak farkli doz uygulamalarinin
sonucunda en uygun dozun belirlenmesinde yeni calismalarla desteklenmesi

gerektigi kanisina varilmistir.
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