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Ozet —Su ortamlarinda, baliklar genellikle gevre kirliliginin su ekosistemleri iizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in tercih edilen organizmalar olarak kabul edilir. Histolojik inceleme; kirleticilere
maruz kalmanin bir indikatorii olarak, ozellikle subletal ve kronik etkiler i¢in kirlilik derecesini
degerlendirmede yararli bir yontemdir, ¢linkii pestisitlerin eser seviyeleri, verilen bir periyotta hayvanin
Olimiine neden olmaz, fakat bu seviyeler, organlarda O6nemli zararlar meydana getirme etkisinde
olabilirler. Fonksiyonlardaki degisiklikler hiicresel seviye ve dokulardaki degisikliklerle baslatilir. Su
ekosistemlerinde meydana gelen bir kirlenmeyi belirlemek ic¢in 6rnek canlilarda yapilacak histolojik
incelemeler, o ekosistemin saglig1 agisindan bize yararli bilgiler sunabilir. Balik tiirlerinde dalak birincil
lenfoid organlardan biridir ve ayrica kan hiicrelerinin olusumu ve antijenlerin depolanmasi agisindan en
onemli organdir. Ayrica baliklardaki hastaliklara ve kirleticilere kars1 olusan savunma mekanizmasiyla da
baglantilidir. Bu ¢alismada, 151k mikroskobu ile diazinon standardinin subletal konsantrasyonuna maruz
birakilan Oreochromis niloticus'un dalak dokusunda maruziyet siiresine bagli olarak histopatolojik
degisikliklerin belirlenmesi amag¢lanmistir. Calismanin ilk asamasinda baliklar 21 giin siireyle 280 pg/L
(LC50/10) diazinona maruz birakilmistir. Daha sonra 7., 14. ve 21. gilinlerde dalak dokusunda meydana
gelen histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobu ile incelenmistir. Histopatolojik inceleme sonucunda
dalak dokusunda melanomakrofaj merkezleri, piknoz, hipertrofi ve nekroz saptanmistir. Bu
degisikliklerin siddeti, maruz kalma siiresiyle birlikte artmistir. Bu sonuglara gore, diazinon'un
Oreochromis niloticus'un dalak dokusunda ¢evresel kontaminasyonun immiinotoksik biyobelirtegleri
olarak kullanilabilecek histopatolojik degisikliklere neden oldugu varsayilabilir.

Anahtar Kelimeler — Histopatoloji, Dalak, Oreochromis Niloticus, Diazinon, /mmiinotoksik Degisiklikler

I. GIRIS
Diinyada yaygin olarak kullanilan pestisitler,
tarimsal verimliligin arttirilmasinda 6nemli rol

yagmur veya sulama sulari ile yikanmasi veya
atmosferdeki kontamine kati ve sivi partikiiller
yoluyla tatli su kaynaklarina ulasmaktadir [2]. Bu

oynamaktadir. Ancak bilingsiz pestisit kullanimi
sonucunda insan, hava, su, toprak ve yaban hayati
olumsuz etkilenmekte, hedef organizmalarda
direng olusmakta, faydali organizmalar 6ldiiriilerek
dogal denge bozulmakta ve bitkilerde fitotoksisite
goriilmektedir [1]. Tarimsal alanlarda kullanilan
pestisitler, pestisit uygulanmis toprak yiizeylerinin

kirli su ortamlarinda yasayan organizmalar bu
pestisitlere maruz kalmakta ve akut ya da kronik
olarak etkilenmektedir [3]. Bu nedenle dogal
ortamlar1 kirleten bu Kkirleticilerin o ortamlarda
yasayan organizmalar iizerindeki olasi etkilerini
bilmeliyiz.
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Organik fosforlu (OP) insektisitler, 1940'larin
ortalarindan beri kullanilan en 6nemli ve yaygin
insektisit sinifin1 olusturmaktadir [4]. Bu insektisit
grubunun organizmadaki birincil hedefi asetilkolin
esteraz (AChE) enzimleridir [5], [6] ve AChE'yi
geri donlisiimsiiz olarak inhibe ederler [7].
Diazinon (DZN) [O,O-dietil-O-(2-izopropil-6-
metilpirimidin-4-pirimidinil)  fosforotioat] en
yaygin kullanilan OP insektisitlerinden biridir ve
bircok ekini ¢ok ¢esitli hymenopteran ve
hemipteran boceklerden korumak igin kullanilir
[8]. Tarimsal uygulamadan sonra, DZN kolayca
yikanip yiizey suyu rezervuarlarina ulasabilir,
bdylece omurgasizlar ve baliklar dahil olmak tizere
cok cesitli hedef dis1 akuatik canliy1 etkileyebilir
[9]. Oreochromis niloticus i¢in DZN'nin 96 saatlik
LCso degeri, El-Sherif ve arkadaslari [10]
tarafindan 2800 pg/L olarak bildirilmistir.

Baliklar, besin aginda 6nemli rol oynamalari,
toksik bilesikler biriktirmeleri ve diisiik dozlarda
bile mutajenlere yanit vermeleri nedeniyle
ekotoksikolojik caligmalarda ilk tercih edilen
organizmalardan  biridir ~ [11].  Oreochromis
niloticus (Linnaeus 1758), kiiltir kosullarinda
bakima uygunluklari, yiiksek lireme kapasiteleri,
kirlilige ve c¢esitli hastaliklara kars1 giiclii direncleri
nedeniyle iyi biyolojik modeller olarak bilinen en
onemli balik gruplarindan birine aittir [12].

Baliklarda bagisiklik sistemi organlar, hiicresel
yapilar ve hiimoral (sivi) faktorlerden olusur.
Bagisiklik sistemini olusturan organlar lenfoid
organlar olarak da bilinmektedir [13]. Balik
tirlerinde dalak birincil lenfoid organlardan biridir
[14] ve ayrica kan hiicrelerinin olusumu ve
antijenlerin depolanmasi acisindan en Onemli
organdir [15]. Ayrica baliklardaki hastaliklara ve
kirleticilere karsi olusan savunma mekanizmasiyla
da baglantilidir [16]. Literatiirde pestisitlerin balik
tirlerinin dalaklarinda toksikolojik degisikliklere
neden olduguna dair calismalar mevcuttur [17],
[18], [19], [20].

Kirleticilere maruz kalmanin bir gostergesi
olarak histolojik inceleme, ozellikle subletal ve
kronik etkiler acisindan kirliligin  derecesini
degerlendirmek icin yararli bir yontemdir [21].
Ayrica, bir organizmanin saglik durumu hakkinda
biitlinlestirici  parametreler olarak, tek bir
biyokimyasal tepkinin degerlendirilmesinden daha
fazla bilgi saglarlar [22].

Bu calismada, 151tk mikroskobu ile
standardinin  belirli  konsantrasyonuna

DZN
maruz

birakilan  O. niloticus  Orneklerinin  dalak
yapisindaki subkronik olas1 histopatolojik ve
degisikliklerin belirlenmesi amaglanmigtir.

. MATERYAL VE YONTEM

A. O. niloticus Orneklerinin Elde Edilmesi, Bakimi
ve Deney Tasarimi

Saglikli ergin O. niloticus 6rnekleri Cukurova
Universitesi Su  Uriinleri ~ Fakiiltesi  iireme
havuzlarindan temin edilmistir. Baliklar
fenoksietanol (200 mg/l) ile uyusturulmus ve Dicle
Universitesi, Biyoloji Boliimii, Fen Fakiiltesi,
Hidrobiyoloji ve Su Toksikolojisi Arastirma
Laboratuvarina getirilmistir.

O. niloticus ornekleri, iginde klorsuz musluk
suyu bulunan ve baliklar i¢in 6zel olarak yapilmis
iklimlendirme kabininde merkezi havalandirma
sistemi ile havalandirilan 6 adet cam akvaryuma
(40x35%40 cm) alinmistir. Akvaryumlar her
akvaryumda 25 adet O. niloticus 6rnegi olacak
sekilde ayarlanmistir. Baliklar, deneylerden Once
15 giin boyunca laboratuvar kosullarina
alistirilmustir.  Iklimlendirme siiresi ve deneyler
boyunca baliklar 26+1 °C sicaklikta suni 151k rejimi
(14 saat aydinlik: 10 saat karanlik) altinda tutulmus
ve giinliik olarak ticari peletlerle beslenmistir. Her
akvaryum suyunun yaklasik %50'si giinliik olarak
klorsuz musluk suyuyla degistirilmistir.

Calisma i¢in  DZN'nin analitik  standardi
(SIGMA-ALDRICH®'den PESTANAL®, CAS
Numarast:  333-41-5)  kullamilmistir.  Balik

Olimlerini Onlemek ve aynm1 zamanda patolojik
lezyonlara neden olmak i¢in, O. niloticus i¢in daha
once bildirilen DZN'nin [10] LCso degerinin 1/10'u
sublethal konsantrasyon olarak segilmis, asetonda
cozlindiikten sonra ve akvaryumdaki suyun
litresine gore uygulanmistir. Test tasarimi static-
renewal olarak secilmistir. Grup basina {i¢ tekrarin
her birinden her iki cinsiyetten 15 saglikli yetiskin
O. niloticus 6rnegi kullanilmistir. Test siiresi 21
giindii. Test gruplar1 kontrol (Grup I), aseton
kontrol (Grup II) ve deney (280 pg/L DZN
standard1) (Grup III) gruplar olarak belirlenmistir.
Aseton kontrol grubu i¢in, deney grubu
cozeltisindeki aseton konsantrasyonu litre basina
uygulanmistir. Calismamiz  Dicle  Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis (Protokol numarasi: 2013/43) ve
deneyler sirasinda Avrupa Birligi Hayvan
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Deneyleri Direktifi

uyulmustur

2010/63/EU  yonergelerine

B. Histopatolojik Analiz

Deneylerin 7., 14. ve 21. giinlerinde 3 tekrarh
olarak her bir uygulama ve kontrol grubundan
rastgele S'er balik alinmistir. Baliklar hemen
dekapitasyon ile sakrifiye edilmistir. Dalak
ornekleri almmis ve hemen +25 °C'de 24 saat
stireyle %10 formalin sollisyonunda fikse
edilmistir. Fiksasyon sonrasi fiksatifin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler 1 gece boyunca akan
musluk suyu altinda yikanmigtir. Daha sonra
ornekler artan etanol konsantrasyonunda (%30, 50,
70, 80, 90, 96 ve 100) dehidre edilmistir. Daha
sonra Ornekler ksilen ile saydamlastirilarak
parafine gomiildi. Elde edilen parafin bloklardan
mikrotom (LEICA) ile 5 pm kalinliginda kesitler
almmustir. Kesitler alindiktan sonra preparatlar
Hematoksilen-Eosin (Gurr 1972) ile boyanmis ve
151k mikroskobunda (Nikon NIS-Elements ECLIPS
SE801) incelenmistir. Histopatolojik degisiklikler
mikroskoba bagli kamera (Nikon Digital SIGHT-
DS2MV) ile fotograflanmustir.

. BULGULAR

Calismalar siiresince kontrol ve deney grubunda
balik 6liimleri olmamustir. 21 giin boyunca kontrol
ve aseton kontrol gruplarinda bulunan (Grup I ve
II) O. niloticus Orneklerinin dalak dokusunda
herhangi bir histopatolojik degisiklige
rastlanmamustir (Sekil 1a ve 1b). Ayrica baliklarin
cinsiyetinin ¢alismanin sonugclari iizerinde herhangi
bir etkisi olmamistir. 280 pg/L DZN
konsantrasyonuna 7 giin maruz birakilan baliklarin
dalak dokusunda hafif bulutlu sisme, piknoz ve
hipertrofi  kaydedilmistir.  Dokularda  birkag
melanomakrofa; merkezi (MMC) tespit edilmistir
(Sekil 1c). Maruziyetin 14. giiniinde histopatolojik
degisikliklerin siddeti paralel olarak artmistir. Bu
donemde baligin dalak dokusunda nekrotik alanlar
goriilmeye baglamistir. Aym1 zamanda piknotik
cekirdekli hiicre sayist artmis ve bulanik sisme
belirginlesmistir (Sekil 1d). Hipertrofinin siddeti ve
MMC sayist da artmustir. 21 giin sonunda dalak
dokusunda en belirgin histopatolojik degisiklikler
doku boyunca yayilan nekroz ve bulutlu sisme
olarak  kaydedilmistir. Bugiinde  piknotik
cekirdeklerin ve  MMC'lerin sayist en yiiksek
olarak belirlenmistir (Sekil 1e).
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Sekil 1. O. nilotcus'un dalak dokusunda 280 pg/L DZN'nin
21 giin siireyle olusturdugu histopatolojik degisiklikler: a)
Kontrol grubu (Grup I) 21. giin dalak dokusu: Beyaz pulpa
(WP), Kirmizi pulpa (RP) , Melanomakrofaj merkezleri
(MMCl'ler); b) Aseton kontrol grubunun (Grup II) 21. giin
dalak dokusu: Beyaz pulpa (WP), Kirmizi pulpa (RP),
Melanomakrofaj merkezleri (MMC'ler); c) 280 ng/L DZN'ye
7 gin maruz kalan O. niloticus'un dalak dokusundaki
histopatolojik degisiklikler: Hipertrofi (Ht), Piknotik ¢ekirdek
(PN), Melanomakrofaj merkezleri (MMC'ler), Bulutlu sisme
(CS); d) 280 pg/L DZN'ye 14 giin maruz kalan O.
niloticus'un dalak dokusundaki histopatolojik degisiklikler:
Hipertrofi (Ht), Piknotik ¢ekirdek (PN), Melanomakrofaj
merkezleri (MMC'ler), Bulutlu sisme (CS), Nekroz (N) e) 21.
giinde 280 pg/L DZN'ye maruz kalan O. niloticus'un dalak
dokusundaki histopatolojik degisiklikler: Hipertrofi (Ht),

Piknotik ¢ekirdek (PN), Melanomakrofaj merkezleri
(MMCl'ler), Nekroz (N) , H&E, x400

IV.TARTISMA

Cevre kirliliginin  etkisi altindaki baliklar,

bagisiklik sistemi aktivitesi veya spesifik olmayan
savunma sistemleri yoluyla bu kirlilige uyum
saglamaya calisir. Baliklarda bagisiklik sistemi
organlar, hiicresel yapilar ve hiimoral (s1v1)
faktorlerden olusur. Bagisiklik sistemini olusturan
organlara lenfoid organlar da denir. Baliklardaki
lenfoid organlar birincil ve ikincil olmak iizere iki
gruba ayrilir. Birincil lenfoid organlar timus,
bobrekler ve dalak iken, ikincil lenfoid organlar
bagirsaklar, fiziksel bariyerler (deri, solungag) ve
karacigerdir [22], [14], [24]. Son ¢alismalar, bu
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organlarin histolojik bulgularinin, su kalitesi
degisikliklerinin baliklarda neden oldugu fizyolojik
stresi belirlemek i¢in biyobelirteg parametreler
olarak kullanilabilecegini gostermistir [25], [26].

Balik dalaginda beyaz pulpa proliferasyonu,
lenfosit sayisinda azalma, dalak boyutunda artis,
hemosideroz ve melanomakrofaj merkezlerinde
artis gibi patolojik degisikliklerin  genellikle
cevresel kontaminasyonun bir sonucu oldugu
diistintilmektedir [27], [28]. Calismamizin 7. ve 14.
Giinlerinde DZN’ye maruz kalan dalak dokusunun
boyutunun artmasina neden olabilecek bulutlu
sisme ve hipertrofi (Sekil 1c ve 1d) gorlilmiistiir.
Baliklarda dalak hiicrelerinin boyut-sayisindaki
artts ve buna karsilik gelen dalak agirligindaki
artis, genellikle bagisiklik sisteminde ksenobiyotik
kaynakli  degisiklikleri ve  ksenobiyotiklere
proliferatif bir yaniti yansitir [29]. Akut hiicre
sismesi, lipit peroksidasyonunun neden oldugu
hiicre zar1 hasarina, ksenobiyotiklerin (pestisitler
gibi) hiicre zarma dogrudan baglanmasina, iyon
kanallarinin hasar gormesine ve hiicre zarina
transmembran gozenek olusturucu komplekslerin
eklenmesine bir yanit olarak kabul edilebilir [30].
Calismanin 21. giinlinde dalak dokusunda en
belirgin histopatolojik degisiklik dokunun geneline
yayilan nekroz olmustur (Sekil le). Literatiirde
pestisitlerin balik tiirlerinin dalak dokularinda
nekrotik degisikliklere neden olduguna dair
caligmalar bulunmaktadir [31], [32], [33]. Bu
caligmalar  dogrultusunda  ¢alismamizin  21.
giniinde dalak dokusunda yaygin nekroz
saptanmistir. Calisma siliresine paralel olarak
piknotik c¢ekirdek sayist da artig gOstermistir.
Piknozis, hem apoptotik hem de nekrotik hiicre
Oliimiinde gbzlenen kromatin ve ¢ekirdeklerin geri
dontlislimsliz  yogunlagsmasi olarak tanimlanabilir
[34]. Bu baglamda piknoz, pestisitler gibi gevresel
toksik maddelere maruz kalan dokularda nekrotik
hiicre Olimiiniin erken bir belirtisi olarak
degerlendirilebilir.

Bagisiklik sisteminin hiicresel faktorlerinden biri
olan makrofajlar, balik ve diger omurgalilarda
dogustan gelen bagisikligin indikator hiicreleridir
[14]. Poikilotherm organizmalarindaki makrofajlar,
pigmentli  makrofajlar veya melanomakrofaj
merkezleri (MMC'ler) olarak adlandirilan hiicreler
ile kiimeler olusturur. Pigmentasyonlar1 nedeniyle
histolojik incelemelerde makrofajlardan ayirt
edilebilen MMa, poikilotherm omurgalilarin birgok
organinda da yaygin olarak goézlenebilir [35], [36].

Baliklarin koti saglik kosullarinda, stres altinda ve
cevresel kirleticilere tepki olarak makrofajlarin
sayisi, boyutu ve pigment icerikleri degismektedir.
MMC'lerin boyutu, sayist ve histopatolojik
goriiniimii ile kemotaksis, fagositoz, pinositoz ve
kemilliminesans gibi makrofaj aktivitelerinin
seviyeleri, 6zellikle ¢evresel kirleticilerin etkisinin
belirlenmesinde ve bakteriyolojik enfeksiyonlarda
immiinolojik  biyobelirtegler arasinda Onemli
parametreler olarak kabul edilmektedir [37], [38],
[39].

V. SONUCLAR

Bu c¢alismanin  sonuglari, sub-letal DZN
konsantrasyonunun ~ O.  niloticus'un  dalak
dokusunda histopatolojik degisikliklere neden
oldugunu gostermistir. Bu degisikliklerin siddeti,
maruz kalma siiresiyle birlikte artmistir. Balik

dalagindaki degisikliklerin histopatolojik
degerlendirmesi cevresel bir  kirleticinin
immiinotoksikolojik  etkisinin  belirlenmesinde

uygun biyobelirte¢ olarak dnerilebilir.

TESEKKUR
Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastrma  Kurumu (TUBITAK) tarafindan

desteklenmistir [Proje No:114Z730].
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