T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
HISTOLOJIi-EMBRIYOLOJI ANABILiM DALI (VETERINER)
DOKTORA PROGRAMI

DR-2022-0030

FARKLI YASAM ORTAMINDA BULUNAN BALIKLARIN
KAN HUCRELERI UZERINDE

MORFOLOJIK VE SITOKIMYASAL

CALISMALAR

MUGE BOZKURT Di STEFANO

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Ulker EREN

AYDIN-2022



TESEKKUR

Doktora tez ¢alismamda ilgi, yardim ve hos goriisiinii esirgemeyen danigsmanim, Prof.
Dr. Ulker EREN’e cok tesekkiir ederim. Ayrica bana her konuda yardimei olan ve destegini
esirgemeyen, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Emriyoloji

Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Tez ¢alismam siiresince gosterdigi sabir, 6zveri ve destegi i¢in sevgili oglum, Antonio
DI STEFANO’ya ayrica tesekkiir ederim.



KABUL VE ONAY.........

ICINDEKILER

TESEKKUR. .. .ottt e

[CINDEKILER..............

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT. ...

SEKILLER DIZINI.........

RESIMLER DiZINi........

ABSTRACT.................

1.GIRIS....covoiieie

1.1. Balik Filogenisi.........

1.2. Baliklarda Yasam Ortami ve Beslenme Farkliligi..........................coil.

1.3. Balik Biyolojileri.......

1.3.1. Deniz Levregi (Dicentrarchus labrax L., 1758) Biyolojisi.........................

1.3.2. Cipura (Sparus aurata L., 1758) BiyolojiSi........c.vvuieiiiiniiiiniiiiaiannanns.

1.3.3. Gokkusag1 Alabalig
1.4. Baliklarda Perifer Kan

2. GENEL BILGILER......

(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) Biyolojisi........

Hiicrelerinin Memelilere Gore Farkli Ozellikleri. .. ........

2.1. Baliklarda Kan HUCTEIEII. ... .o oooiiiiiiitee e

20 B B 275 15 10 ) 11 () S

2.1.2. Lokositler.............

2.1.2.1. Lenfosit Lokositler

vii

Xvii

xviii

XiX

11

12

12

13

14

14



2.1.2.2. MONOSIt LOKOSILIET ... eneetiie et e,
2.1.2.3. NOtrofil LOKOSIIOT ...
2.1.2.4. Eozinofil LOKOSItIEr ... ..o
2.1.2.5. Bazofil LOKOSIIT .. ..uueeieit i e,

2.1.3. Trombositler ve HEmoOStaz. ... ..o,

2.2, HeMALOPOECZIS. ...ttt ettt et ettt et ettt e et e et e ettt e e e et et
2.3. Perifer Kan Hiicreleri ile ilgili Sitokimyasal ve Enzimhistokimyasal Boyama
MELOALATT. ..ot

2.3.1. May-Griinwald-Giemsa (MGG) Boyama Metodu.............ccooviiiiiiiiiiiiiinnini.
2.3.2. Congo Red (CR) Boyama Metodu........couviniiiiiiiiiieiieei e,
2.3.3. Periodic Acid Shiff (PAS) Boyama Metodu.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie,
2.3.4. Sudan Black (SB) Boyama Metodu............ooviviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeaeeaeae
2.3.5. Toluidine Blue (TB) Boyama Metodu............ccooiiiiiiiiiiii e
2.3.6. Methyl Green Pyronin (MGP) Boyama Metodu...............cooooiiiiiiiiiiiiinnn.n.
2.3.7. Alpha Naphthyl Acetate Esterase (ANAE) Boyama Metodu...........................

3. GEREC VE YONTEM. .. oottt e,
R B € < (< T SN

BB 4047111 1+
3.2.1. MGG Boyama Metodunun Uygulanmasi..............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiieanenn.

3.2.2. CR Boyama Metodunun Uygulanmasi...............c.eoviiiiriiiiiiiiiiiiiieiieeeann,
3.2.3. PAS Boyama Metodunun Uygulanmast............co.eieiiiiiiiiiininiiiniineiinn,
3.2.4. SB Boyama Metodunun Uygulanmast............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeanenan
3.2.5. TB Boyama Metodunun Uygulanmasi..............ooeviuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e,

3.2.6. MGP Boyama Metodunun Uygulanmasi..............coioeiiiiiiiiene

15

16

16

17

18

18

20

20

21

21

22

22

23

23

25

25

29

30

30

30

31

31

32



3.2.7. ANAE (Ph: 5.8) Boyama Metodunun Uygulanmasi................coeveineeninennnnnn

3.2.8. Streptavidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (SABC) Boyama Metodunun

Uygulanmasit........

4. BULGULAR.............

4.1. Deniz Levregi Kani...

4.1.1. CR Boyama MetodU. .......couiiuiiiiiiiii e e e e

4.1.2. PAS Boyama Metodu. .........oouiiiiiii e

4.1.3. SB Boyama Metodu

1. TB Boyama MetodU. .........iiuiiiiii i e e e e e

4.1.5. MGG BoYama MetodU. .......oiuiiiiiiii i e e e eee e

4.1.6. ANAE PH 5.8 Boyama MetodU..........oviiiiiiiiiiiiiii i

4.1.7. sSABC Boyama MetodU.........cooviiiiiiiii i

4.1.8. MGP Boyama MetodU. ........ouiiniitiiiiie e

4.2. Cipura Kani............

4.2.1. CR Boyama Metodu. ..........oouitiitiiiii e

4.2.2. PAS Boyama MetodU.........oouiiiiiiiitii i

4.2.3. SB Boyama Metodu
4.2.4. TB Boyama Metodu

4.2.5. MGG Boyama Meto

4.2.6. ANAE PH 5.8 Boyama Metodu...........coooiiiiiiiiiiiii e,

4.2.7. MGP Boyama MetodU. .......oouiiniiiiiiii e

4.3. Gokkusagr Alabalig@t Kani...........ooooiiiiiiii e

4.3.1. CR Boyama MetodU. .......c.uiuiiiiitiii i

4.3.2. PAS Boyama Metodu. ........ooiuiiiiiii e

4.3.3. SB Boyama Metodu

32

33
35

37

37

38

44

45

47

51

51

52

53

53

56

59

62

62

69

70

72

72

73

76



4.3.4. TB BOYAMA MEOAU. .. ...vuiiniittit et et

4.3.5. MGG Boyama MetodU. .......oouiiiiiii it eee et

4.3.6. ANAE

PH 5.8 Boyama Metodu. ... ....co.ivuiiiiiiiiiiiii i

4.3.7. MGP Boyama MetodU. ........oouiiiiiiii e

S T AR T IS M A e

5.1. CRBOYamMa MEtOAU. ... uiiit ittt et et et e et e e e e

5.2. PAS Boyama Metodu. .........oiniiiiiiiii e

5.3. SB Boyama Metodu. .........oouiiiii i

5.4. TB Boyama MetodU. .........ouiiniiiiiti i e

5.5. MGG Boyama MetodU. ........oouiiiiiii i e

5.6. ANAE Boyama MetodU. ........ouuiuiieiiiiitt it e

5.7. MGP Boyama MetodU. .......coouiiiiiiii e e

6. SONUC ve ONERILER . ... ..ottt e,

KAYNAKLAR .

EK 1 (ADU-HADYEK). ... ottt e,

BILIMSEL ETIK BEY AN ..ottt

OZ GECMIS

Vi

77

78

83

85

87

88

89

91

92

93

95

96

97

99

119

119

120

121



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALM: Anterior Lateral Mesoderm / Anteriyor lateral mezoderm

ANAE: Alpha Naphthyl Acetate Esterase

BCB: Brilliant Cresyl Blue

CEG: Coarse Eosinophilic Granulocyte / Iri graniillii eozinofilik graniilosit
CHT: Caudal Haematopoietic Tissue / Kaudal hematopoietik doku

CLP: Common Lymphoid Progenitor / Genel lenfoid progenitor

CMP: Common Myeloid Progenitor / Genel miyoloid progenitor

CR: Congo Red
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GMP: Granulocyte Myeloid Progenitor / Graniilosit miyoloid progenitor
Hpf: Hours post Fertilization /Fertilizasyon sonrasi saat

HSCs: Hematopoietic Stem Cells / Hematopoietik kok hiicreler
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ICM: Inner Cell Mass / ¢ hiicre kitlesi
ICM: Intermediate Cell Mass / Ara hiicre kiitlesi

IUCN: International Union for Conservation of Nature and Natural Resources / Diinya

Dogay1 ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi

mAb: Monoclonal Antibody

MGG: May-Griinwald Giemsa

MGP: Methyl-Green Pyronin

MS222: Tricaine Methane Sulfonate

NK-Lenfositler: Natural Killer Lenfositler / Dogal katil lenfositler
PAS: Periodic Acid Schiff's

PBI: Posterior Blood Island / Posteriyor kan adacig

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCV: Packed Cell Volume / Kan hiicrelerinin olusturdugu hacim
PLM: Post Lateral Mesoderm / post lateral mezoderm

RNA: Ribonucleic acid

SABC: Streptavidin Biotin Peroxidase Complex

SB: Sudan Black

TB: Toluidine Blue
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OZET

FARKLI YASAM ORTAMINDA BULUNAN BALIKLARIN KAN HUCRELERI
UZERINDE MORFOLOJIK VE SITOKIMYASAL CALISMALAR

Bozkurt Di Stefano M. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Histoloji-Embriyoloji (Veteriner) Anabilim Dali Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amagc: Sunulan calismada, tuzlu su baliklarindan olan Deniz levregi ve Cipura ile tatli su
balig1 olan Gokkusag alabaliginda, perifer kan hiicrelerinin morfolojilerinin ve sitokimyasal

ozelliklerinin incelenmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada; Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaligi olmak tizere, her
tiirden sekiz adet baliktan, heparin ve EDTA’11 tiiplere alinan kan 6rnekleri, materyal olarak
kullanilmistir. Hazirlanan frotilere; CR, PAS, SB, TB, MGG, MGP, ANAE ve sABC boyama

metotlart uygulanip, 151k mikroskobik diizeyde inceleme gerceklestirilmistir.

Bulgular: Uygulanan sitokimyasal metotlarla, her {i¢ balik tiiriinde de memeli ve kanatlilara
benzer sekilde kan hiicreleri tespit edilmistir. Eritrosit, lenfosit ve trombosit ayiriminda sorun
yasanmamistir. Graniilositler acisindan ise balik tiirlerine gore hiicrelerin, sitokimyasal
metotlardan once kullanilan antikoagulan tipinden, bazen de tespit isleminden etkilenebildigi
belirlenmistir. Graniilositlerde CR, SB, PAS, TB, MGG, MGP pozitivitelerinin balik tiirlerine
gore Ozellikleri ve antikoagulandan etkilenme durumlar1 kaydedilmistir. Enzimhistokimyasal
olarak, balik tiirlerine gore degismekle beraber lenfosit, monosit ve graniilositlerde
nonspesifik esteraz (ANAE) pozitivitesi belirlenmistir. Ayrica, immunhistokimyasal olarak da

Deniz levreginde DLT15 monoklonal antikoru kullanarak T lenfositler tespit edilmistir.

Sonug¢: Balik kaninda sitokimyasal caligmalar yapilirken antikoagulan kullanimi ve tespit
islemi uygulanmasinda farkli alternatiflerin denenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
Hiicrelerinin morfolojik ve sitokimyasal 6zelliklerinin, yasam ortami farkliligindan ziyade,
taksonomik olarak familya farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Sunulan c¢alismada
elde edilen bilgiler temel alinarak, graniilositlerin graniil igeriklerinin, enzimhistokimyasal
yontemlerle, 151k ve elektron mikroskobik diizeyde incelenmesi, nonspesifik ve spesifik

immunitenin evrimsel gelisiminin 6grenilmesine katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Antikoagulan, Cipura, Deniz levregi, Gokkusagi alabaligi, Perifer kan
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND CYTOCHEMICAL STUDIES ON BLOOD CELLS OF
FISH IN DIFFERENT HABITATS

Bozkurt Di Stefano M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Histology-Embryology (Veterinary) Department Ph.D. Thesis, Aydin, 2022

Objective: In the present study, it was aimed to investigate the morphology and cytochemical
properties of peripheral blood cells in sea bass and sea bream, which are saltwater fish, and

rainbow trout, which is freshwater fish.

Materials and Methods: In the study; blood samples taken from eight fish of each species,
including sea bass, sea bream and rainbow trout, into tubes with heparin and EDTA were used
as material. To the prepared smears; CR, PAS, SB, TB, MGG, MGP, ANAE and sABC

staining methods were applied and light microscopic examination was performed.

Results: Based on cytochemical results, blood cells were detected in all three fish species,
similar to mammals and birds. There was no problem in the differentiation of erythrocyte,
lymphocyte and thrombocyte. In terms of granulocytes, it was determined that the cells could
be affected by the type of anticoagulant used before the cytochemical methods, and
sometimes by the fixation process, depending on the fish species. The characteristics of CR,
SB, PAS, TB, MGG, MGP positivity in granulocytes according to fish species and their
response to anticoagulant were recorded. Enzymhistochemically, nonspecific esterase
(ANAE) positivity was determined in lymphocytes, monocytes and granulocytes, although it
varies according to fish species. In addition, T lymphocytes were detected

immunohistochemically in sea bass using DLT15 monoclonal antibody.

Conclusion: It has been concluded that different alternatives should be tried in the use of
anticoagulants and the application of fixation while performing cytochemical studies in fish
blood. It was thought that the morphological and cytochemical characteristics of the cells
were caused by the taxonomic family difference rather than habitat differences. In the light of
the information obtained in the presented study, the examination of the granule contents of
granulocytes by enzymehistochemical methods, at the light and electron microscopic level
will contribute to the learning of the evolutionary development of nonspecific and specific

immunity.

Keywords: Anticoagulant, Sea bream, Sea bass, Rainbow trout, Peripheral blood
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1. GIRIS

Yasayan biitliin canlilar, taksonomi iginde belirli bir yere sahiptir. Taksonomik olarak
canlilar; alem (Kingdom), sube (Phylum), sinif (Class), takim (Ordo), aile (Familya), cins
(Genus) ve tiir (Species) olarak gruplandirilir. Bunun yaninda, sub (alt) ve siiper (list) gruplari
da vardir (Demirsoy, 1998).

Hayvanlar aleminde omurgalilar; baliklar, amfibiler, siiriingenler, kuslar ve memeliler
olmak tizere bes sinifa ayrilir. Bunlardan baliklar, amfibiler ve siiriingenler, ¢evre 1sisina bagl
olarak degisken bir viicut 1sis1 olan, sogukkanli (poikiloterm veya ektotermik) canlilar olup;
kuslar ve memeliler ise sabit bir viicut 1sis1 olan, sicakkanli (homeoterm veya endotermik)

canlilardir (Delgado-Coello, 2021).

Balik, su ortamlarinda yasayan, solungag¢larindan nefes alan, yilizgecleri ve pullar1 olan,
son derece g¢esitliligi bulunan, omurgali bir hayvandir. Gilinlimiize kadar gelen baliklar,
cenesiz baliklar, ¢eneli kikirdakli baliklar ve c¢eneli kemikli baliklar olmak tizere {i¢ genel
gruba ayrilmaktadir. “Balik” terimi genellikle Chordata subesi altinda bir grup olup,
poikilotermik su omurgalilari i¢cin uygun bir tanimdir (Nelson, 1994). Bilimsel olarak, "balik"
terimi  Oncelikle Agnatha (cenesiz baliklar), Chondrichthyes (kikirdakli baliklar,
kopekbaliklart ve vatozlar) ve Sarcopterygii (kemikli lob yiizgegli baliklar) ve Actinopterygii
(kemikli 151 yiizgecli baliklar) i¢in kullanilir (Keat-Chuan ve digerleri, 2017).

En biiylik omurgali grubu 26.000'den fazla tiirle kemikli baliklardir (Helfman ve
digerleri, 2009). Sekil, boyut, yasam siiresi ve adaptasyon ¢esitliligi agisindan oldukea farkl
tiirleri vardir. Yaklasik %601 denizlerde, geri kalani tatli sularda yasar. Bir kism1 da (yaklasik
%]1) yasam dongiileri boyunca tuzlu ve tath su arasinda hareket eder (Magadan ve digerleri,

2015).

Denizlerde yasayan tuzlu su baliklarinin bobrekleri, yliksek konsantrasyonda tuz iceren
kiiglik hacimlerde idrar iretir. Tatli su baliklari ise, tuzu diisiik olan biiyiikk hacimlerde
seyreltik idrar {iiretir. Yiiksek konsantrasyonlarda g¢evresel kalsiyum, tatli su ortamlarinda
solungaclar ve viicut ylizeyleri yoluyla tuz kaybini azaltmaya yardimei olur. Aci veya diisiik
tuzlu sularda kan tuzlarinin sabit konsantrasyonlarini korumak i¢in bobreklere daha az ihtiyag

duyulur. Sonug¢ olarak, baliklar tuzlu, tatli veya aci sulara adapte olmus ve orada



yagamislardir, ¢linkii her yasam ortami, farkli tiirlere belirli bir rekabet avantaji saglamistir
(Wurts, 1998).

1.1. Balik Filogenisi

Chordata filumu, cephalochordates (amphioxus veya lancelets), urochordates
(tunicates), ve omurgalilar1 igerir. Bu ii¢ grubun, Kambriyen patlamasi sirasinda veya
oncesinde, ortak bir atadan ayrildigi diisiiniilmektedir (Holland, 2015). En ilkel omurgalilar,
fosil kayitlara dayanilarak zirhli baliklar olarak bildirilmistir. Bu baliklarin viicutlar
yanlardan basik ve mekik sekillidir. Kemik yapida bir dis iskeletleri bulunmasi nedeniyle,
zirhl1 baliklar olarak adlandirilirlar. Viicut iizerinde bulunan kemik plakalar, dikenlerle

ortiilidiir (Zimmer, 2000).

Yeni filogenetik analize gore ise; hagfish ve lampreyler, zirhsiz ve mineralize iskeletleri
olmayan en eski omurgalilarin &rnegini olusturmaktadirlar. Konodontlar, mineralize bir
iskeletin ilk goériiniimiinii temsil etmekte, yani tam tesekkiilli omurgalilar olarak ortaya
cikmaktadirlar (Donoghue ve digerleri, 2000). En erken omurgalilarin, 475 milyon yil
oncesinde olustugu kabul edilmektedir (Zimmer, 2000). Bununla birlikte konodontlarin oral
elementlerinde omurgali sert dokularinin tanimlanmis olmasi, omurgali sert dokularinin en
erken olusumunu Orta Ordovisiyen'den (475 milyon yi1l 6nce) Ge¢ Kambriyen'e (515 milyon
yil 6nce) yaklasik 40 milyon yil 6ncesine kadar uzatmistir (Donoghue ve Sansom, 2002).
Baliklarin en fazla yayginlastigi devir ise balik ¢agi olarak da bilinen Devoniyen devridir.
Devoniyen devri, baliklarin evrimi ig¢in de ¢ok 6nemli bir zamandi ve tim biiyiik balik
siniflarinin bir arada yasadigi bir donemdi. O zamanlar denizlere baskin olan gruplarin ¢ogu

Devoniyen'in sonunda hayatta kalamamustir (Williams ve digerleri, 2016).

Omurgalilar, ¢enesiz (Agnathanlar) ve c¢eneli (Gnathostomes) olmak {izere ikiye
ayrilirlar. Ik omurgalilar, ¢enesiz baliklardi. Cenesiz baliklar, Cyclostomata (yuvarlak agizl
baliklar) adi verilen tek bir siif igerir. Bugilin yasayan, zirhsiz ve mineralize iskeletleri
olmayan en ilkel omurgali, ¢enesiz bir balik olan Hagfish'tir ve ikinci en ilkel olan da
Lamprey'dir. Cenesiz omurgalilar ve c¢eneli omurgalilar yaklasik 550 milyon yil o6nce
Ediacaran Donemi'nin sonuna dogru ayrildilar. Baliklar en ilkel ¢eneli omurgalilardir
(Zimmer, 2000; De Iuliis ve Pulera, 2019; Sutoh ve Kasahara, 2021). Hagfishes ve Lampreys

disindaki tiim canli omurgalilar, Gnathostomata'nin iiyeleridir (Donoghue ve Purnell 2005).



Ceneli baliklar da Chondrichtyes (kikirdakli baliklar) ve Osteichthyes (kemikli baliklar)
olarak ikiye ayrilir (Pastoret ve digerleri, 1998). Omurgalilarin kabaca yarisini olusturan balik
tirlerinin %95’inden fazlasini, 23500°den fazla olan tiiriiyle, kemikli baliklarin, 151n yiizgegli
baliklart olusturur. Isin yiizgegli baliklarin %99,8’ini de Teleost’lar olusturur (Volff, 2005;
Near ve digerleri, 2012).

1.2. Baliklarda Yasam Ortamu ve Beslenme Farkhihig:

Su ortamlarinin olusumu konusunda yapilan agiklama su sekildedir: Diinya olusup
sogumaya basladiginda, siirekli olarak devam eden yagislarin sonucunda; okyanuslar tatli su
ile doldu. Kara kiitleleri iizerine yagim sonucunda da toprak iizerindeki bir¢ok mineral
coziinerek, sodyum, potasyum ve kalsiyum tuzlar1 okyanuslara tasindi. Boylece diinyanin
olusumundan birka¢ milyar yil sonra okyanuslar tuzlu su haline geldi. Diinya iizerinde ilk
olarak tatli sularin, daha sonra da tuzlu sularin olustugu bu bilgilere dayanarak

aciklanabilmektedir (Wurts, 1998).

Okyanuslarin tuzlu hale gelmesiyle, evrimlesen omurgalilarin, baliklar disindaki
gruplari, okyanuslar1 terk edip, karaya gecti ve bdylece deniz suyunu kanlar ile tasimig
oldular. Tath su igerek, besinlerden tuz absorbe ederek, kandaki tuz konsantrasyonlarini
korudular. Okyanus sulari, 1/4 oraninda seyreltilirse, balik kaninin tuzluluk orani ile
esitlenmis olur. Omurgali kani ile seyreltilmis okyanus suyu arasindaki bu benzerlik,
omurgalilar ile ilk olusan okyanuslar arasinda giiclii bir evrimsel O6ykii oldugunu

gostermektedir (Wurts, 1998).

Baliklarin yasam yeri olan akvatik habitatlar, deniz ve tatl su habitatlar1 olmak iizere,
baslica iki grupta toplanabilir. Baliklar denizlerde ya pelajik yani su Kkitlesi icinde ya da
bentik, yani zeminle iligkili olarak yasarlar. Tatli su ortamlarindan yeriistii sulari, lentik ortam

(durgunsular) ve lotik ortam (akarsular) olmak iizere baslica iki gruba ayrilirlar (Demir,

1992).

Baliklar, tath sulardan, aci su ve deniz suyuna kadar degisen biyotoplarda yasamlarini
devam ettirirler (Wurts, 1998). Gollerde, yilin biiyiikk bir kismi buzlarla gevrili olan
kutuplarda, tropikal batakliklarda, gecici olusan gelgit havuzlarinda, okyanuslarin derinlerinde
ve daha bir¢cok yerde, neredeyse tiim onemli sucul habitatlarda bulunurlar. Boyle farkli

cevrelerde gelismek ve kolonize olmak igin oldukga belirgin bir sekilde anatomik, fizyolojik,
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davramigsal ve ekolojik adaptasyonlar gelistirmislerdir (Helfman ve digerleri, 2009). Ornegin,
sicakligin donma noktasinin altina diistiigii -2°C ‘deki antarktik sularindan, sicakligin 42,5°C
hatta daha fazla oldugu tropik sularda yasayabilen tiirleri de bulunur (Nelson, 1994). Kemikli
baliklarin, yaklasik %601 denizlerde, geri kalan1 da tathi suda yasar. Bir kism1 da (yaklasik
%1) yasam dongiileri boyunca tuzlu ve tath su arasinda hareket eder (Magadan ve digerleri

2015).

Baliklar, tiir olarak c¢ok sayida olmalarinin yani sira sekil ve biiyiikliikleri de ¢ok
farklidir. Biytikliigii, 8-10 mm kadar kiigiik olan Ciice kaya balig1 (Schindleria brevipinguis),
oldugu gibi; 12 m kadar biiyiik olan Balina kdpekbalig1 (Rhincodon typus, Whale Shark) gibi
baliklar da vardir. Baliklarin viicut sekli, ig, yuvarlak, koseli, yasst veya serit gibi olabilir
(Nelson, 1994).

Baliklar, ekolojilerini, morfolojilerini, davraniglarini, genomlarin1 ve ayrica
biyolojilerinin diger bir¢ok yoniinii iceren dikkate deger bir ¢esitlilik gosterir (Nelson, 1994).
Balik biyo-gesitliligi ekonomik, ekolojik ve kiiltiirel agilardan insanlar i¢in Snemlidir ve

korunmasi, gelecek nesiller i¢in 6nemli bir zorunluluktur (\VVolff, 2005).

Baliklarin yasam ortamindaki mikrobiyal ortamin kompozisyonunun, suyun tuzlulugu
ile ¢cok yakin korelasyonda oldugu tespit edilmistir (Lozupone ve Knight, 2007). Dolayisiyla
baliklarda intestinal mikrobiata da suyun tuzlulugu ile yakin iliskidedir (Sullam ve digerleri,
2012). Ilaveten baliklarin yeme aliskanliklar1 gastro intestinal mikrobiyatanin kompozisyonu

ve fonksiyonlari i¢in 6nemli olmaktadir (Ringe ve digerleri, 2010).

Baliklar yeme aligkanliklar1 agisindan, karnivor, herbivor, omnivor ve limnivor olmak
lizere dort temel grup olustururlar (Smith, 1980). Karnivor baliklar hayvansal kaynakli
besinlere ihtiya¢ duymakta olup sindirim sistemleri balikk uzunlugunun 1/2’si ile 2/3
arasindadir. Omnivor tiirler ise hem hayvansal hem de bitkisel kaynakli besinleri
tiketmektedirler. Herbivor baliklar ise bitkisel kaynakli besinleri tliketmektedirler
(Buddington ve digerleri, 1987). Limnivorlar, ¢amur yiyiciler olarak da bilinir. Limnivor
baliklar esas olarak algler ve mikroorganizmalar ile beslenir. Cogu balik, hayatlarinin en
azindan bir doneminde planktonlarla beslenir. Planktonik balik larvalar1 zooplankton ve bazen
de fitoplankton tiiketir. Bir¢ok tiir biiyiidilk¢ce daha biiyiik avlara gecer ve planktivoriden
ayrilirken, digerleri tim yasamlar1 boyunca planktonlarla beslenir. Bazilar1 sadece planktonla
beslenen zorunlu planktivorlardir; digerleri, plankton ve diger gida maddeleriyle beslenen
fakiiltatif planktivorlardir (Lazzaro, 1987) Suda bulunan fitoplankton (bitkisel o6zellik

gosteren, su ve nemli yerlerde yasayabilen tek hiicreli canli), zooplankton (hayvansal 6zellik
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gosteren, su ve nemli yerlerde yasayabilen tek hiicreli canli), plankton olmayan diger

organizmalar, bitkiler ve diger baliklarla beslenirler (Ekingen, 2001).

1.3. Balik Biyolojileri

1.3.1. Deniz Levregi (Dicentrarchus labrax L., 1758) Biyolojisi

Deniz levregi; Moronidae familyasina ait (Dicentrarchus labrax L., 1758; Sea Bass)
karnivor beslenen, tuzlu su baligidir. Littoral (kiy1) bolge baligi olup, sadece soguk hava
kosullarinda, kislamak i¢in derin deniz sularina dogru go¢ eder (FAO, 1991). Kanarya Adalari
kiyilar1, (Fritsch ve digerleri, 2007; Toledo ve digerleri, 2009), Fas'in Atlantik kiyilari,
Iskogya ve Iskandinavya kiyilar1 (Colman ve digerleri, 2008), Azak Denizi (Karadeniz’in
kuzey dogusunda bulunan bir tiir Karadeniz koyu), Karadeniz, Akdeniz ve Giliney Baltik
Denizi (Atlas Okyanusu ile baglantist olan ve derin korfezler araciligiyla igerilere kadar
sokularak, sinirlarimt Kuzey Avrupa iilkelerinin olusturdugu bir i¢ denizdir) olmak iizere
diinyadaki tuzlu sularda yaygin olarak bulunan bir balik tiiriidiir (Bagdonas ve digerleri, 2011;

Quere ve digerleri, 2012).

Deniz levreginin, olgunlastikca avcilik yeteneginin arttigi bilinmektedir (Spitz ve
digerleri, 2013). Genellikle kabuklular1 (Crustacea) ve deniz baliklarini tiiketirler (Boulineau,
1969; Spitz ve digerleri, 2013). Tek veya kii¢iik stiriiler halinde dolasan Deniz levrekleri; geng
donemlerinde; eklem bacaklilardan, Crangon sp. (Kahverengi karides), Gammarus sp. (Pire
karidesi) ve Ligia sp. (Kaya biti) gibi kiiglik karidesleri; ergin donemlerinde ise, kiiglik
baliklardan ozellikle Sardina sp. (Sardalya baligi) tiiriinii, kafadan bacaklilardan kalamar
cinsleri olan, Sepiola sp. ve Loligo sp.'yi, eklembacaklilardan Carnicus (Oriimcek tiirii),
Crangon sp. (Kahverengi karides) ve Macropipus sp. (yenge¢ cinsi) tiirlerini besin olarak
tercih ederler. Baliklarin, beslenme tercihlerinin saptanmasi, mide iceriklerinde sindirilmemis
sekilde gozlenebilen orneklerden ortaya ¢ikmaktadir (FAO, 1991). Baliklar {izerinde yapilan,
¢ip takma ve takibi calismalari sonucunda, Deniz levreklerinin, yaz aylarindaki beslenme
alanlarina, her yil geri dondiikleri belirlenmistir (Claridge ve Potter 1983; Pawson ve

digerleri, 1987; Kelley, 1988).



Viicudu lateralden hafif yassilasmis olan Deniz levreginin derisi, ktenoid pullarla
kaphdir. Basin iist kism1 ve solungac ile goz arasinda kalan bolgelerde ise sikloid pullar
bulunur. Yanal ¢izgi lizerinde 65-80 arasi ktenoid pul bulunmaktadir. Birinci solungac yay1
izerindeki, solungac dikenleri sayis1 18-27 arast degismektedir. Dorsal yilizgeg¢ araligi belirgin
sekilde genistir. Dorsal ylizgecte 8-10 adet diken 151n bulunur. II. Dorsal yiizgecte ise, 1 diken
ve 10-14 adet yumusak 1s1n bulunur. Muso’da (baliklarda goz ile agiz arasinda kalan kisim)
pul yoktur. Operkulumda grimsi siyah goriinimli bir leke oldukga Kkarakteristiktir.
Preoperkulum ve operkulum {iizerinde sert diken 1sinlar vardir. Viicut rengi; dorsalde koyu gri,
ventralde beyazdir, lateralde ise giimiisi renk gozlenir. G6z kemiginin {istiinde siyah benekler
bulunur. Genis goriiniimlii bir agiz yapisi olup, damak ve dilde de dis yapis1 bulunmaktadir.
Boylar1 ortalama 40 cm olup, bir metre uzunluga ulasabilen bireyler de bulunur. Agirhig: ise

ortalama 300-600 gr ile maksimum 15 kg’a kadar ulasabilir (Ugal ve Benli, 1993).

Deniz levrekleri, 5-28°C sicaklik araligindaki sularda yasarlar. Yumurtlama
donemlerinde ise 12-14°C sicaklik araligindaki deniz sularim tercih ederler. En iyi biiylime
sicakligmin ise 20-23°C araligi oldugu belirtilir (Alpbaz, 2005). Ornegin Akdeniz deniz
sular1 i¢in ocak ve mart aylar1 araligi, tireme donemidir. Dogal yumurtlama ortaminda, 1 kg
agirhigindaki bir disi Deniz levreginin 293.000-358.000 adet yumurta birakabildigi
bildirilmistir (Kennedy ve Fitzmaurice, 1972). Tuzluluk degisimlerine karsi dayanikli bir
balik tiirii olup, %3 tuzluluktan %50 tuzluluga kadar degisen deniz suyu ortamlarinda yayilim
gosterirler. Tuzlugun %0 oldugu tatli su ortamlarinda ise, uyum gostererek yasayabilirler
ancak tireyemezler (Johnson ve Katavic, 1984; Dendrinos ve Thorpe, 1985; Loy ve digerleri,

1996).

Deniz levregi yasam dongiisti, dort doneme ayrilir: yumurta ve larval donem, yavru
donemi, ergen donem ve yetiskin donemi olarak siralanabilmektedir (Dando ve Demir, 1985).
Genetik c¢esitlilik, metabolik degiskenler ve ¢evresel faktorlerin ergen donem {izerinde etkileri
vardir (Rodriguez ve digerleri, 2005; Carrillo ve digerleri, 2009; 2015; Rodriguez ve digerleri,
2012). Deniz levreginde, testis ve ovaryumdaki farklilasma, yagamlarinin 13 ilel5. aylarinda
baglar. Erkeklerde iki yas donemlerinde, dolleme yetenegi diisiik sperma salinimi gozlenebilir.
Dogal sartlar altinda ergen bir birey gibi ii¢ yasindan sonra, disilerde yumurtlama, erkeklerde
ise dolleme yetenegi yiiksek spermatozoon igeren sperma iiretimi gozlenebilmektedir

(Alpbaz, 1990).



1.3.2. Cipura (Sparus aurata L., 1758) Biyolojisi

Cipura; Sparidae ailesine ait olan (Sparus aurata L., 1758, Seabream), genis tuzluluk ve
sicaklik araliklarinda yasamini siirdiirebilen, karnivor beslenen, tuzlu su baligidir. Ulkemizde
daha ¢ok Akdeniz ve Ege kiyilarinda yayilim gosterir. Diinya iizerinde ise; Avrupa’nin kuzey
batisindaki, Britanya adalarindan, Afrika Kitasi’nin en bati noktasi olan Cape Verde’ye (Yesil
Burun Adalar1) kadar ve Kuzey Atlantik Okyanusunda bulunan ve Afrika kuzeybati sahillerini
de kapsayan bir takimada olan, Kanarya Adalari’na kadar dogal bir faunada yayilim
gosterdigi bilinmektedir (Basurco, 1999). Ay ayr1 veya kiiclik gruplar halinde bulunan bu
tiirlin geng bireylerine, 30 m’den s1g derinliklerde, yetiskin bireylerine ise 150 m’ye kadar

olan derinliklerde rastlanilabilmektedir (Dawson ve digerleri, 1986).

Ticari treticiligl yapilabilen Cipura’nin, tiretiminin %85°1 ¢ogunlukla yiizen kafeslerde
gerceklesmektedir (Basurco ve digerleri, 2011). Uretimin 2013 yilinda 179.924 ton (Apromar,
2015) oldugu tahmin edilirken; baslica iiretici tilkeler, Yunanistan (%42), Tirkiye (%23) ve
Ispanya (%9) olarak kayitlara gecmistir (Ruiz ve digerleri, 2001; Aguado ve Ruiz, 2012).

Ticari olarak, agirliklarina gore farkli isimler verilen bu tiirtin, 30-50 gr. olanlarina, ince
lidaki; 100 gr. olanlarina lidaki; 100-180 gr. olanlarina kaba lidaki; 200 gr. ve iizeri agirlikta
olanlara da Cipura denir (Alpbaz, 1990). Yas aralig1, 0-3 yas olan Cipura’nin mide igerikleri
incelendiginde, bu tiiriin karnivor bir form oldugu (Francescon ve digerleri, 1987) ve 6zellikle
ergin bireylerin, Crustacea (kabuklular) ve Mollusca (yumusak¢a) familyasina ait tiirlerle
beslendigi ortaya ¢ikmistir (Saka ve Firat 2022). Baliklarda, beslenme tercihinin, baligin
biiyiikliigiine, ortamda bulunan besin ¢esidine ve mevsime gore degisiklik gosterdigi de
bircok c¢alismada rapor edilmistir (Wassef ve Eisawy, 1985; Gamito ve digerleri, 1997;
Marian ve digerleri, 2002). Cipura’nin; ilkbahar ve yaz aylarinda beslenme diizeyinin en
yiiksek seviyeye ulastigi, sonbahar aylarinda ise diistiigii bildirilmistir (Arias, 1980; Chaoui ve
digerleri, 2005). Kis aylarmin ise, beslenme bakimindan en verimsiz ay oldugu rapor

edilmistir (Pita ve digerleri, 2002).

Cipura, giiclii bir ¢cene ve dis yapisina sahiptir (Hanel ve Sturmbauer, 2000; Costa ve
Cataudella, 2007). Cipura’da alt ¢ene disleri, onde 4 adet kanin (kdpek disi), arkada 4 sira
molar (az1 disi), list ¢ene disleri ise; onde 4 adet kanin, arkada 3 sira molar seklinde

bulunmaktadir (Memis, 2009; Saka ve Firat 2022).



Cipura baliginin viicut yapisi ise; viicuda oranla belirgin bir sirt yiiksekligi bulunup,
lateralden yassilagsmis simetrik bir yapiya sahiptir. Bas yapis1 biiyiik olup, burun yapis1 kiit,
ag1z yapist ise terminal konumlu olup diizdiir. Ust dudag, alt dudaga oranla daha kalin olup
g0z baglangici olan noktanin paralelinde biter. Gozleri orta derecede gelismistir. Gz ¢ukuru
onilindeki mesafe, géz ¢capindan en az iki kat daha uzundur. Gozler arasinda “V” seklinde

yildizimsi bir bant vardir (Saka ve Firat 2022).

Solunga¢ kapaklar1 pullarla kaplidir. Yanal ¢izgi hafif efimli olarak solungag
kapagindan kaudal yiizgece kadar diiz bir sekilde devam eder. Yanal ¢izgi tlizerinde 73-85
adet pul bulunur. Dorsal ylizgeci, anal yiizgecinden daha uzundur. Pektoral yiizgeg ise, aniise
kadar uzanir. Kaudal yiizgeci, homoserk yapidadir. Cipura’nin rengi ise; dorsalde gri-esmer,
ventralde giimiisidir. Pektoral ylizgecin dorsalinde ve operkulum iizerinde kirmizi-menekse

renkli karakteristik bir leke bulunmaktadir (Saka ve Firat 2022).

Cipura, ekim-aralik aylar1 arasinda yumurta birakir, en iyi gelisim ic¢in deniz suyu
sicakligl, 22-25°C araliginda olmalidir (Arias, 1976; Davis, 1988; Tucker, 2000). Cok cesitli
cevresel tuzluluk oranlarinda yasayabilen bir tiirdiir (Chervinski ve Chanin, 1985; Laiz ve
digerleri, 2005a; Laiz ve digerleri, 2005b). Genellikle 5-25 m arasi1 derinliklerde yayilim
gosterirler. Yaslan ilerledik¢e derinlerde yasamayi tercih eden bu tiirlin ergin bireylerine,
dalyan alanlarinda rastlanmaz. Yaz aylarinda 0.5-9 m derinlige kadar olan si1g sulara giris
yapan Cipura, kis aylarinda 35-40 m derinlige kadar iner. iki yasin1 asan bireyler, daha da
derin sulara inebilmektedirler. Maximum boylart 70 cm’ye ulasan Cipura’nin ortalama

uzunlugu 25-40 cm arasindadir (Saka ve Firat 2022).

Protandrik hermafrodit bir tiir olan Cipura balig, cinsel olgunluga 1-2 yaslarinda, total
boyu 20-30 cm oldugunda erismektedir (Dawson ve digerleri, 1986). Cipura baligi, 8.
aylarinda, ovaryum olusumlariyla birlikte disi 6zellik gosterirler. Uremenin ilk sezonu olan
12. ayda ise tiim bireyler, erkek 6zellik gosterir. Bu dénemde, gonadin ventralinde olgun
testikiiller belirir. Gonadin disi kisminda ise hicbir gelisme gozlenmez. Ureme periyodunun,
ikinci sezonu olan, 23-24. aylarda ise, gonadlarda, erkek 6zellikten, yine disi 6zellige gegcis
s0z konusudur. Bu cinsiyet degisimleri, 6zellikle {i¢iincli yastaki bireylerde intersex 6zelligini
alir. Cinsiyet degisimi, populasyonun sadece yaklasik olarak %80’inde gézlenmektedir. Biitiin
bu degisimlere genetik ve ¢evresel faktorler ile beslenme 6zellikleri etki yapmaktadir (Saka

ve Firat 2022).



1.3.3. Gokkusag Alabahigi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) Biyolojisi

Gokkusag alabaligl; Salmonidae familyasina ait olup (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792, Rainbow trout) (Alpbaz, 2005; Moksness ve digerleri, 2008) tatl suda yasayan bir balik
tirtidiir. Gokkusagi alabaligi ve Celikbas (anadromous Steelhead), Oncorhynchus mykiss
tiirtiniin, farkli yagam Oykiisii stratejilerini ifade eden iki formudur. Steelhead anadromdur,
yani lremek icin nehirlere gitmeden Once hayatlarinin bir kismini denizde gegirirler.
Gokkusagi alabaligr ise hayatlarin1 cogunlukla veya tamamen tath suda gegirir (Eschenroeder
ve digerleri, 2022). Dogal fauna olarak; Kamcatka (Rusya’ya bagli, Asya’nin dogusunda
bulunan bir yarimada), Amur Nehri Havzasi’nin giineyi (Kara Ejder nehri olarak da bilinen
dogu Asya’da, Rusya-Cin smirin1 olusturan bir nehir) ve Kuzey Amerika’nin Pasifik
Havzasi’nda yasamaktadir (Freyhof ve Kottelat; 2007).

Ic su baliklar1 icerisinde ticari degeri yiiksek olan, lezzeti ile sevilen, diinyada ve
tilkemizde yetistiriciligi en yaygin olarak yapilan alabalik tiirtidiir (Aras ve digerleri, 1995)
Gokkusagi alabaligi, iilkemize 1969 yilinda Bolu Yedigoller Milli Parki’na getirilerek, ilk
olarak iiretimine baglanmistir (Uysal ve Alpbaz, 2002). Tatli, ac1 ve tuzlu sularda yasayabilen,
bentopelajik (dibe yakin alanlarda yasayabilen) ve anadrom oOzellikler gosteren bir tiirdiir
(Froese ve Pauly, 2010). Alabalik yetistiriciliginde su kaynag1 olarak goller, yeralti sular1 ve
akarsular kullanilabilir. Bunlarin iginde igilebilecek 6zellikte temiz olan berrak kaynak sulari
en uygun olanidir (Alpbaz 2005). Gokkusagi alabaligi, diinyanin en hizli yiizen baliklarindan
biri olup, maksimum yiizme hiz1 8.004 m/s olarak bildirilmistir (Bat ve digerleri, 2008).
Rapor edilen maksimum boyu ise, 120 cm, maksimum agirligi da 25,4 kg olarak belirtilmistir
(Froese ve Pauly, 2010). Uygun kiiltiir ortamlarina, yilda ortalama 250 gr agirliga ulasirlar ve
maksimum 12 yil kadar yasarlar (Alpbaz, 2005; Jonsson, 2006 Moksness ve digerleri, 2008;
Lucas ve digerleri, 2019).

Gokkusag alabaliginin ince uzun goriiniimlii bir viicut yapist vardir. Sirt ylizgeci ile
kuyruk yilizgeci arasinda bulunan, belirgin bir “yag yiizgeci” tasirlar. Karnivor beslenme
0zelligi gosteren baliklar olup, agizda tiirlere gére degisen miktarlarda dis tasirlar (Celikkale,
2002; Emre ve Kiiriim, 2007). Agiz yapisi ise oldukga biiyiik olup, terminal konumludur
(Alpbaz ve Hossucu, 2002, Geldiay ve Balik, 2007). Kuyruk yiizgeci ¢atalli yapida olup, agiz
acikligl goziin arka kismina kadar ulasir. Renkleri degisken olup, koyu yesilden kahve yesile
kadar degiskenlik gosterir. Yanlar daha acik, karin bdlgesi ise glimiisi beyazliktadir. Yan hat
boyunca genis, kirmizi ve pembe gokkusagi renginde bant seklinde bir hat bulunur.
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Gokkusag alabalig1 ismini bu banttan almaktadir. Ureme déneminde erkek baliklarda bu bant
cok daha goz alici ve belirgin olur. Bas kismi, viicudun yan taraflari, sirt, kuyruk ve yag
ylizgeglerinde kiigiik siyah birgok benek bulunur. Caplar1 4-7 mm arasinda degisen alabalik
yumurtalart diger balik tiirlerine gére daha biiyliktiir. Omur sayis1 51-62, yanal ¢izgideki pul
sayilar1 100-150 arasidir. (Tekelioglu, 2005; Geldiay ve Balik, 2007).

Gokkusagi alabaligi, yem se¢gmeyen bir balik tiirii olup, yumurtadan itibaren
yetistiriciligi oluk¢a kolay ve hizlidir (Atay, 1990). Hastaliklara kars1 giiclii bir immun direng
gosterebilen bir tiirdiir (Aras ve digerleri, 1995). Yumurta alimi, yavrularin yapay yemlerle
beslenmesi ve biiylitme islemlerinin daha kolay olmasi, tiirlin yetistiricilik agisindan daha ¢ok
tercih edilmesini ve iireticinin goziinde ekonomik degerinin artmasini saglamaktadir (Alpbaz,
2005; Tekelioglu, 2005; Geldiay ve Balik, 2007). Cevre kosullarima da ¢ok iyl uyum
saglayabilen bu tiir, 6zellikle suyun sicakliginin yilikselmesine karsi oldukga yiiksek bir
tolerans gosterir. Su sicakliginin artis gosterdigi, ilkbahar aylarinda, diger alabaliklara nazaran
daha kisa kulucka evresine sahip olmas1 yoniinden yetistiricilik ve ekonomik kazang agisindan
yetistiriciligi tercih edilen bir tiirdiir (Alpbaz, 2005). Alabaliklarda optimal degerler icin su
sicakligt 12-16 °C, pH 6,5-8.0, oksijen 9,2-11,5 mg O?L olarak kabul edilmektedir
(Celikkale, 2002; Emre ve Kiiriim, 2007). Tiim bunlarin yaninda, 100 yil1 gecen bir siiredir
yetistiriciliginin yapilmasi nedeniyle, yetistiricilik konusundaki tiim sorunlar ¢oziilmiis ve
iretimi kolay hale gelmistir (Alpbaz, 2005, Tekelioglu, 2005). Bu 06zellikleri nedeniyle
ilkemizde de; kontrol altina alinmis ¢evre sartlarinda, kiiltiir balik¢ilig1 yapilan en yaygin

tiirdiir (Kiigiik ve Ikiz, 1993; Ugurlu ve Polat, 2007).

Gokkusag alabaligi, IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources / Diinya Dogay1 ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi) Nesli Tiikenme Tehlikesi
Altinda Olan Tirlerin Kirmizi Listesi’nde bulunmamaktadir (IUCN, 2010). Tarim ve
Ké&yisleri Bakanlig: tarafindan hazirlanan Denizlerde ve i¢ Sularda Amatdr (Sportif) Amagh
Su Uriinleri Aveiligii Diizenleyen 37/2 Numarali Sirkiiler’e gore, i¢ sularimizdaki ekolojik
acidan potansiyel sakincali baliklar grubundadir (T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi, 2010).
Ulkemiz dogal balik faunasi igerinde yer almayan Gokkusag alabaligi, iiretim ¢iftliklerinden
bir sekilde kagarak, yakin bolgelerdeki akarsu veya baraj goline hizlica uyum
saglayabilmektedir. Bu grup icinde yer alan baliklar ekolojik ortama ve diger balik
stoklarimiza zarar verebilme potansiyeline sahip baliklardir. Kontrolsiiz ve izinsiz olarak su

kaynaklarina birakilmasi yasaktir (Kiiciik ve ikiz, 1993; Ugurlu ve Polat, 2007).
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1.4. Baliklarda Perifer Kan Hiicrelerinin Memelilere Gore Farkh Ozellikleri

Klasik Ramanowsky boyamalarina (Leishman, Wright ve May Grunwald-Giemsa)
dayanarak, Veteriner hematolojisi, baliklarda, eritrositleri, trombositleri ve l6kositleri
tanimlamistir, ancak l6kositlerin hiicresel siniflandirmasi i¢in, klasik boyama metodlar1 her
zaman giivenilir goriilmemistir. Bazi baliklarda nétrofiller bulunurken, digerlerinde
heterofiller bulunmus ancak her iki hiicre tipini de igeren birkag balik tiirii de rapor edilmistir
(Barber ve Westermann, 1978b; Tavares-Dias ve Moraes, 2004). Bugiine kadar yapilan balik
kan hiicreleri calismalari hem simniflandirma ag¢isindan hem de kullanilan tekniklerden

kaynaklanan ¢ok sayida problem ortaya ¢ikarmistir (Esteban ve digerleri., 2000).

Balik kanmin hiicresel bilesenleri, ¢ekirdekli eritrositlerin ve yine ¢ekirdekli
trombositlerin varlig1 ile daha yiiksek omurgali hayvanlarinkinden belirgin olarak farklidir
(Ellis, 2001). Hemen hemen tiim baliklar ¢ekirdekli eritrositlere sahiptir. Dikkat gekici
istisnalar da bulunmaktadir ki bunlar, kii¢iik ¢ekirdekli eritrositlere sahip bir teleost olan
Maurolicus miielleri (Isildak balig1) ve kanda eritrosit veya hemoglobin igermeyen Antarktika
buz baliklar1 (Channichthyidae familyasi)'dir (Claver ve Quaglia, 2009). Baliklarda olgun
eritrositler, genellikle oval ve kompakt bir ¢ekirdege sahip disk seklindedir. Ortalama eritrosit
hiicre boyutu, sistematik balik gruplarn arasinda farklilik gosterir. Teleost eritrositleri,

genellikle yaklasik 8-15 mikron arasinda o6l¢iiliir (Kapoor ve Khanna, 2004).

Lokositler ise, evrimsel siirecte, dogal bagisiklik (innate) i¢in anahtar hiicreler olarak
temsil edilirler. Bu hiicreler, fagositik fonksiyonlarin yani sira anti-mikrobiyal enzimler ve
peptitler aracilifiyla, yaygin olarak karsilasilan patojenlere karst koruma saglarlar. Baliklar,
cok cesitli 16kositler igerir ki, bu hiicre tipi ve yapisal heterojenite farkliligi, yakin iliskili
tiirler arasinda dahi gozlenir. Balik 16kositleri, genel olarak memeli 16kositlerine gore ¢cok az
farklilagma gosterir ve bu da hiicre tipi olarak birini digerinden ayirt etmeyi zorlastirir

(Shigdar ve digerleri., 2009).

Tiir gesitliligi ¢ok fazla oldugundan, balik l6kositlerinin, fonksiyonel ve filogenetik
anlami heniiz hala tam olarak ¢6ziilememis olup, karsilastirmali bir¢ok ¢alismaya ihtiyag
bulunmaktadir. Sunulan arastirmada tuzlu su baliklarindan olan Deniz levregi ve Cipura ile
tath su balig1 olan Gokkusagi alabaliginda perifer kan hiicrelerinin morfolojilerinin ve

sitokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Baliklarda Kan Hiicreleri

Baliklar, yaklasik 27.000 tiir ile, tiim omurgali gruplarimin en ¢ok g¢esitlilige sahip
grubudur. Bu tiir ¢esitliliginin fazla olmasi1 da hematoloji ile ilgili genellemeleri zorlastirir.
Lamprey ve Hagfish’lerin dahil oldugu yaklasik 100 cenesiz balik (Agnatha) tiirii vardir.
Ayrica 600 kikirdakli balik (Chondrichthyes) ve 26.000'den fazla da kemikli balik tiirti
(Osteichthyes, Teleost) vardir.

Tam kan sayimi1 (hemogram), insanlarin ve evcil hayvanlarin tibbi bakim gerektirdigi
durumlarda degerli bir rutin tam teknigidir. Hematolojik degisiklikler genellikle patolojik
degisikliklerin erken bir gostergesidir ve hastalik teshisine yardimci olur. Hematolojik veriler,
balik tiirleri i¢in referans araliklarinin ve yorumlama becerilerinin eksikliginden dolayr balik
hematolojisi i¢in klinik olarak siklikla maksimum diizeyde kullanilmamaktadir (Triphati ve

digerleri, 2004).

Baliklarin hematolojisi, diger omurgali smiflarina ait calismalara gore ¢ok daha
geridedir, ancak kan analizleri, teleost ve elasmobranch'lardaki hastalik siiregleri hakkinda

bilgilendirici olabilmektedir (Clauss ve digerleri; 2008).

Eritrositler disindaki balik kan hiicreleri olan lokositler; lenfositler, monositler (veya
makrofajlar), nétrofiller (veya heterofiller), eozinofiller ve bazofiller olarak siniflandirilirlar

(Ellis, 1977).

Baliklarda, memelilere benzemeyen bazi hiicre tipleri de bulunmustur (Cenini, 1984).
Cesitli yazarlar tarafindan bir¢ok balik tiirli kan hiicreleri lizerine yapilan siiflandirma
calismalar1 bulunmaktadir. Farkli yazarlar, balik 16kositlerini tanimlayabilmek i¢in, gesitli
immunokimyasal ve sitokimyasal testler uygulamis ve balik l6kositlerinin hiicresel
yapilarindaki belirli maddeleri ve enzimleri gostermislerdir. Yapilan bu testler sonucundaki

farkliliklara gore 16kositleri siniflandirmislardir (Hutchinson ve digerleri, 1999).

Baliklarin 16kositleri tiirler arasinda degiskenlik gosterir, 6rnegin bazi hiicre tiplerini
tanimlamak baslangigta zor olabilir. Ana l6kositler, iic asamali Romanowsky tipi hematoloji

boyastyla islenen tipik bir kan yaymasi {izerinde karsilastirmali bir yaklasim ve eliminasyon
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stireci kullanilarak tanimlanabilir. Teleost ve elasmobranch l6kositlerinin derinlemesine
tanimlama Ozetleri ve laboratuvar degerlendirmesi birgok literatiirde bulunabilmektedir
(Campbell, 1988; Groff ve Zinkl, 1999; Campbell, 2004; Walsh ve Luer, 2004; Arnold, 2005;
Campbell ve Ellis, 2007).

2.1.1. Eritrositler

Hemen hemen tiim baliklarda g¢ekirdekli eritrositler bulunur. Dikkate deger istisnalar da
vardir; 6rnegin Maurolicus miielleri (Isildak balig1), kiigiik ve ¢ekirdeksiz eritrositlere sahip
bir Teleost’dur, ayn1 zamanda, kaninda eritrosit veya hemoglobin igermeyen antarktika buz

baliklar1 (Channichthyidae familyas1) da vardir (Stoskopf, 1993).

Teleost baliklarin eritrositleri, memeli olmayan omurgalilar ile benzer goriinim ve
yapiya sahiptir. Hiicreler oval ile eliptik sekilde olup, soluk eozinofilik boyanan bir
sitoplazmaya sahiptir. Merkezi olarak konumlanmis, yine oval-eliptik sekildeki c¢ekirdegi de
orta derecede derinlemesine boyanan bazofilik bir boyanma yapisi gosterir (Fange ve
digerleri, 1992). Bazi Agnatha (Petromyzontidae familyasi) (Potter ve digerleri, 1982)
eritrositleri ise yuvarlaktir ve bununla birlikte; elasmobranch'larda ise eritrosit sekillerinin,
teleostlardan daha yuvarlak ve daha biiyiik oldugu gozlenmektedir (Speckner ve digerleri,
1989).

Uzunlamasina yani oval, balik eritrositlerinin daha ¢ok olgun eritrosit hiicrelerini temsil
ettigi gorilmektedir (Passantino ve digerleri, 2004). Olgunlasmamis eritrositler ovalden ¢ok,
daha yuvarlak olma egilimindedir ve mavimsi boyanan bir sitoplazma ile biiyiik
heterokromatik yapida bir ¢ekirdegin bulundugu gozlenir. Dolayisiyla, ¢ekirdek/stoplazma
orant olgunlasmamis eritrositlerde oldukga yiiksektir (Campbell, 2004; Campbell ve Ellis,
2007).

Biitiin balik smiflarinda hemogram incelenirkenken olgunlasmamis eritrosit bulmak
olduk¢a yaygin bir bulgudur ¢linkii 6zellikle alt sinif baliklarda ve bazi teleostlarda eritrosit
olgunlasmasi kanda devam eder, Immatiir eritrositler ve ara sira mitotik figiirler bulunabilir
(Fange ve digerleri, 1992; Glomski ve digerleri, 1992). Orta derecede anizositoz (biiyiiklik
olarak farkli eritrositlerin bulunmasi) ve polikromazi (bazofilik boyanan eritrosit artisi) birgok

Teleost ve Elasmobranch tiiriinde normaldir. Eritrosit morfolojisinin, tiirler arasindaki
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varyasyonu ile icsel ve dissal degiskenlere yanit olarak belirtilen varyasyonlart cesitli

calismalarda ayrintili olarak 6zetlenmistir (Campbell, 2004; Campbell ve Ellis, 2007).

Balik kani, karakteristik olarak diisiik eritrosit (1 ila 5 x 10%mm3) ve hemoglobin
konsantrasyonlarina sahiptir (Speckner ve digerleri, 1989). Hareketsiz baliklar, daha aktif
baliklara gore daha diislik eritrosit seviyelerine sahiptir. Son zamanlarda, kanatlilarda da
gortildiigii gibi, balik eritrositleri, Candida albicans' (mantar tiirii) fagosite edebilen immun

sistem hiicreleri gibi davranabilir (Passantino ve digerleri, 2002).

Eritrositlerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan laboratuvar teknikleri bir¢ok ¢aligmada
tanimlanmistir (Campbell, 2004; Walsh ve Luer, 2004; Arnold, 2005; Campbell ve Ellis,
2007). Eritrosit morfolojisini incelemek, hiicre hacmini (PCV, packed cell volume), toplam
eritrosit sayisini, hemoglobin konsantrasyonunu belirlemek gibi kirmizi kan hiicresi
indekslerini elde etmek, cesitli balik hastaliklarinin teshisinde faydali olabilmektedir. PCV,
tirler iginde ve tiirler arasinda degisiklik gosterdigi gibi, baligin normal aktivite diizeyi ile de
iliskili gdriinmektedir. Ornegin, aktif olarak yiizen tiirlerden olan ton balig1 ve diger pelajik
tiirler, yass1 balik gibi dipte yasayan tiirlere gore ¢ok daha yiiksek PCV degerine sahiptir
(Hrubec ve Smith, 2000).

Elasmobranch'lar, diisiik konsantrasyonlarda bulunan kan hacmine oranla, biiyiik
eritrositlere sahiptir ve bu durumda da genellikle diisik PCV oranlart bulunmaktadir.
Hematolojik parametrelerle birlikte PCV degerleri; yasa, cinsiyete, su kalitesine, fotoperiyota,
diyet ve mevsime bagli olarak degiskenlik gosterir (Lane, 1979). Baliklar i¢in genel olarak
kabul edilen PCV referans araligi, %20 ila %45'tir (Hrubec ve Smith, 2000).

2.1.2. Lokositler

2.1.2.1. Lenfosit Lokositler

Lenfositler, cogu saglikli teleost ve elasmobranch'ta en yaygin ve ayni zamanda en
degisken bulunan Iokositlerdir. Bunlar kii¢iik hiicreler olup, yogun bazofilik cekirdege
sahiptir. Genellikle ¢ok az miktarda belirgin mavi sitoplazmalar1 vardir; ¢ekirdek-sitoplazma
orani oldukca yiiksektir. Yuvarlak veya genellikle diizensiz sekilli hiicreler olup, dis hiicre

zarinda kabarciklar veya kabarcik benzeri yapilar bulunur. Reaktif lenfositler daha biiyiiktiir
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ve plazma hiicrelerini olusturur. Normal lenfosit boyutuna gore, iki ila ii¢ kat daha biiyiik

goriinebilirler (Arnold, 2005).

Lenfositler, baliklarda dolasimda bulunan en yaygin 16kositlerdir. Genellikle kiictik tip
olanlari, en baskin formudur veya biiyiik tip olarak da siniflandirilan, daha az yaygin goriinen
formlar1 da vardir (Campbell ve Murru, 1990). Ayn1 zamanda plazma hiicreleri de, bazen

baliklarin kaninda bulunur (Bromage ve digerleri, 2004).

T Lenfositler, B Lenfositler ve NK-Lenfositler (Naturel Killer Lenfositler), kemikli
baliklarda ve kikirdakli baliklarda bulunur, ancak ¢enesiz baliklarda veya omurgasizlarda
bulunmazlar (Anderson ve digerleri, 2001). Genellikle ¢enesiz baliklarda, sadece innate

immunite olduguna inanilir (Shintani ve digerleri, 2000).

Daha yiiksek omurgalilarin aksine, ¢ogu balik yumurtadan c¢ikar. Dogustan gelen
bagisiklik, nonspesifik savunma mekanizmasi olarak hizmet eder. Spesifik, yani kazanilmig
bagisiklik sistemi (B ve T Lenfositlerin rol aldigi) ise, yasamin ilerleyen donemlerinde,

genellikle gida tiiketiminden sonra ortaya ¢ikar (Rombout ve digerleri, 2005).

2.1.2.2. Monosit Lokositler

Teleost ve elasmobranch monositleri diger omurgalilarinkine benzer; oldukg¢a biiylik
hiicrelerdir ve diizensiz sekilli, eksantrik, biiylik, heterokromatik bir ¢ekirdege (genellikle
girintili veya bobrek seklinde) sahiptir. Sitoplazmasi bazofilik yapida olup, vakuoller ve

organellerle doludur (Clauss ve digerleri; 2008).

Baliklarda monositler, bol miktarda bulunan biiylik l6kositlerdir. Graniillerin
bulunmadig1 mavi-gri sitoplazmalar1 bulunur ve bazen vakuollii bir yap1 gosterirler (Campbell
ve Murru, 1990). Memelilerde oldugu gibi, baliklarda da monositler dokulara gé¢ eder ve
makrofajlar haline doniisiir (Hrubec ve Smith, 2000). Melanin i¢ceren makrofajlar; baliklarda
normalde karaciger, dalak ve bobreklerde bulunur (Agius ve Roberts, 2003). Baliklarda,
melanomakrofaj merkezleri; antijenleri ve bagisiklik komplekslerini yakalar ve tutar, boylece
lenf diigiimlerindeki, germinal merkeze ilkel bir analog olarak bulunur (Press ve Evensen,
1999).
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2.1.2.3. Notrofil Lokositler

Bazi durumlarda, balik heterofilleri; asidofiller olarak da adlandirilabilir (Campbell ve
Murru, 1990). Bazi yazarlar karigikligi 6nlemek igin, "notrofil" terimini yalnizca memeliler

icin kullanmay1 6nermektedir (Canfield, 1998).

Teleostlarin en yaygin graniilositi ndtrofildir. Bunlar tipik olarak, parcali veya tek loplu
cekirdekleri olan yuvarlak hiicrelerdir. Sitoplazmalarn, tiirlere bagl olarak, asir1 soluktan griye
veya hafif maviye kadar degiskenlik gosterebilir (Temmink ve Bayne, 1987; Zinkle ve
digerleri, 1991). Cekirdek-sitoplazma oranlar1 oldukg¢a diistiktiir. Notrofil graniilositler,
eritrositler ile benzer biiyiikliikte veya onlardan daha biiyiik olabilirler, nadiren daha kiigiik de
bulunabilirler. Graniilasyon hafif eozinofilik veya bazofilik olarak farkliliklar gosterebilir.
Belirgin eozinofilik graniilleri olan, bazi hiicre popiilasyonlari, kanatli ve siirlingenlerin
heterofilleri veya elasmobranchlarin heterofil veya kiigiik (ince) graniilli eozinofil
graniilositlere (FEG, fine eozinophilic granulocyte)’e benzeyebilir (Clauss ve digerleri, 2008).
Olgunlagmamis nétrofiller, teleostlarin kan dolasiminda olussa da, memelilerdeki klasik bant
hiicresine benzemezler. Tipik olarak olgun nétrofillerde ve heterofillerde, ¢ekirdek, tiirler
arasinda veya bazen de bir tiiriin kendi i¢inde farklar gosterebilmektedir. Segmentli bir yapida
olabilecegi gibi, segmentsiz tek loplu bir yapida da goriilebilir (Campbell, 2004; Campbell ve
Ellis, 2007). Notrofiller ayrica elasmobranch tiirlerinde de yaygin olarak bulunur.
Cekirdekleri loblu veya yuvarlak olabilir. Sitoplazma renksizdir ve goriiniir bir graniilasyon

da yoktur (Walsh ve Luer, 2004; Arnold, 2005).

Kanatli ve siirtingen heterofillerinden farkli olarak balik heterofilleri biiylik miktarlarda
miyeloperoksidaz igerir ve makrofajlari ise, nitrik oksit ve reaktif oksijen tiretir (Campbell ve
Murru, 1990; Lamas ve Ellis, 1994; Campos-Pérez, ve digerleri, 2000). Balik 16kositlerinde
peroksidaz varligi, bakterisidal aktivite ve savunma amagli olarak islev gordiikleri ile

iliskilendirilmistir (Tavares-Dias, 2006a).

2.1.2.4. Eozinofil Lokositler

Baz1 baliklar i¢in eozinofiller tanimlanmistir, ancak yeterince anlasilmamaktadir.

Baliklarda eozinofillerin tam islevi hakkinda bilgi eksikligi vardir, ancak memeli mukozal
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mast hiicreleri ile benzer bir sekilde islev gosterdigi soylenebilir (Secombes ve Ellis, 2012).
Eozinofiller, baliklarda sindirim sisteminde ve solungaglarda, antijenik stimiilasyon ve parazit
istilast ile iligkili olarak siklikla bulunur (Powell ve digerleri, 1990; Barnett ve digerleri,

1996).

Eozinofillerin graniilleri, notrofil/heterofil serisininkilerden daha biiyiikk ve daha
belirgindir; graniiller yuvarlak veya ¢ubuk seklinde olup, eozinofilik boyanma egilimindedir;

mikroskobik incelemede kolay kolay gozden kagmazlar (Campbell, 2004).

Bununla birlikte, eozinofilllerin, Elasmobranch'lar da genellikle iki morfolojik tipe
ayrildigr gozlenir. Kopekbaliklart ve vatozlarda, Romanowsky tipi boyamalarla kanatl
heterofillerine ¢ok benzeyen hiicreler seklinde goriiniirler. Graniilleri, kirmizims: bir renkte
boyanan uzun ¢ubuk seklindedir ve FEG olarak tanimlamir. iri graniillii eozinofilik graniilosit
(CEG, coarse eosinophilic granulocyte) olarak adlandirilan ikinci hiicre tipi ise, biiyiikliik
olarak benzerdir, ancak graniilleri yuvarlaktir ve genellikle sitoplazmada daha az bulunur.
Cekirdekleri ise, FEG ve CEG hiicrelerinde loblu veya yuvarlak olabilir (Hine ve Wain,
1987a).

Boyama o6zellikleri eozinofillerde tiirlere gore degisir; genellikle kdpekbaligl ve vatoz
baliklarinda, CEG'lerinin ¢ogu turuncu ila parlak turuncu arasinda boyanirken, bazi kopek
balig1 familyalarinda (Carcharhinid gibi) ise CEG graniilleri uguk pembe renkte boyanir (Hine
ve Wain, 1987b).

2.1.2.5. Bazofil Lokositler

Teleostlarda, bazofiller nadiren gozlenir. Bazofiller, ¢ekirdegi gizleyecek kadar koyu
boyanan graniiller icerir. Sayilar1 da oldukca azdir (Ellis, 1986; Campbell, 2004). Bazofiller
baliklardaki en degisken hiicre tipidir. Zebra baligi (Danio rerio) (Campbell, 1988) ve Deniz
levregi gibi (Esteban ve digerleri, 2000) tiirlerde ise goriilmemistir. Ancak Cipura (Lopez-
Ruiz ve digerleri, 1992) ve Sazan balig1 (Cyprinus carpio) (Tripathi ve digerleri, 2004) gibi
tiirlerde ise bulunur. Kikirdakli baliklardan; kopekbaligi tiirlerinde nadiren bulunurken,
vatozlarda ise daha yaygin bulunur. Bazofilleri olmayan baliklar da ayn1 zamanda, mast

hiicreleri, immiinoglobulin E ve serotonin eksikligi de gozlenir (Ellis, 1986).
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2.1.3. Trombositler ve Hemostaz

Balik trombositlerinin sekli degiskendir; yuvarlak-oval veya ig seklinde gozlenirler.
Cekirdek, genellile ovaldir ancak segmentli de olabilir (Frye, 1991). Ayrintili yapisi; kanath
ve siirlingenler ile aynidir. Diger omurgalilarda oldugu gibi balik trombositleri de, kanin
pihtilasmasinda, fagositozda ve diger olasi immiinolojik islevlerde rol oynar (Kollner ve

digerleri, 2004; Passantino ve digerleri 2005).

Trombositler, pihtilasma siirecinde rol alan hiicrelerdir. Tipik olarak kii¢iik hiicrelerdir,
oval, dikdortgen veya ig seklinde goriinebilir. Berrak sitoplazma ve yogunlastirilmis bazofilik
cekirdege sahiptir. Zebra baligmin trombositlerinde mikropartikiiller tespit edilmistir
(Campbell ve Ellis, 2007, Khandekar ve digerleri, 2012). Trombositlerin klinik 6nemi heniiz
anlagilamamistir. Memelilerde oldugu gibi, baliklarda da oncelikle pihtilagmada gorev aldig:
bilinmektedir. Piht1 olusumu teleostlarda genellikle 5 dakika iginde gerceklesirken bazi
elasmobranchlarda 20 dakikadan fazla siirebilir. Bu hiicreler sadece kanin pihtilasmasindan
sorumlu degildir, ayn1 zamanda baliklarda ylizey yaralarindan sivi kaybini kontrol etmekten
de sorumludur. Yiiksek glukokortikoidlerin miktari trombosit sayisini azaltir ve pihtilagma
stirelerini artirir. Uzamig pihtilasma siireleri de K vitamini eksikliginden olabilmektedir
(Campbell ve Ellis, 2007). Zhu ve Su (2022) Trombositlerin profesyonel olmayan fagositler

oldugunu belirtmektedirler.

2.2. Hematopoezis

Zebra balig1 (Danio rerio), kanin tiim hiicresel elementlerinin olusturuldugu siire¢ olan
hematopoez calismasi i¢in ideal bir organizmadir (De Jong ve Zon, 2005). Omurgali
hematopoezini arastirmak i¢in de model organizma olarak giderek artan oranda
kullanilmaktadir. Bu genetik olarak izlenebilir model, seffaf olan embriyolarin manipiilasyon
kolaylig1 ve biiylik 6lgekli genetik ve kimyasal taramalar gergeklestirme kapasitesi gibi bir¢ok
cekici o6zellige sahiptir (Lieschke ve Currie, 2007). Kemikli baliklar dahil tiim omurgalilarda,
iki hematopoez dalgasi gerceklesir. Bunlardan ilki, ilkel veya embriyonik hematopoietik dalga
olarak bilinir ve baskin olarak eritrositlerin yan1 sira bazi ilkel makrofajlar tiretir (Zon, 1995,
Lieschke ve Currie, 2007). Memelilerde ve kuslarda bu ilk hematopoietik dalga, erken

eritrositlerin tiretildigi ekstraembriyonik vitellus kesesinde goriiliir. Zebra baliklarinda ise
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ilkel hematopoez govdede notokord ventralinde yer alan orta hiicre kiitlesi (intermediate cell
mass/ICM) ve sefalik mezodermden kaynaklanan rostral kan adasi (rostral blood 1sland/ RBI)
olmak tiizere iki intraembriyonik bdlgede meydana gelir (Davidson ve Zon 2004, De Jong ve
Zon, 2005). ICM’den primitif progenitorlerin, RBI'den tiiretilen makrofajlarin ise ilkel
eritroid dalgasina benzer bir ilkel fagosit dalgasini temsil edebilecegi bildirilmistir (De Jong
ve Zon, 2005). Definitif yani kesin, olgun hematopoez, zebra baliklarinda, diger
omurgalilardan farkli bélgelerde meydana gelir. Ornegin, zebra baligi hemopoietik kok
hiicreleri (Hematopoietic stem cells / HSCs) memelilerin kemik iligi nisine islevsel olarak
esdeger olan 6n bobrekde bulunmaktadir (Jing ve Zon, 2011). Sekil 1°de ana progenitorlerden
farklilasma ile anatomik bolgelere yer degistirmeyi gostermektedir dolayisiyla primitif ve

olgun hematopoez tanimlanmistir (Gautam ve digerleri, 2021). Buna gore:

A. Primitif hematopoez: Es zamanl olarak 6n lateral mezodermde (Anterior Lateral
Mesoderm, ALM) ve arka lateral mezodermde (Post Lateral Mesoderm, PLM) 11 hpf (hours
post fertilization/fertilizasyon sonrasi saat) civarinda hemanjiyoblast ile baslatilir. ALM'den
graniilosit/miyeloid progenitorleri (Granulocyte Miyeloid Progenitor, GMP) ve PLM'den
cekirdekli eritrositler, 18 hpf'de ara hiicre kiitlesine (Inner Cell Mass, ICM) girer. ICM'deki
GMP'ler olgun kan hiicrelerine (noétrofiller, bazofiller, eozinofiller, dendritik hiicreler ve
monositler) farklilasir. Monositler ayrica makrofajlar olusturmak i¢in farklilasir. Cekirdekli

eritrositler, ICM'den dolagima yaklasik 24 hpf'de girer.

B: Olgun hematopoez: Posteriyor kan adaciginda, kisa bir gecis dalgasiyla hemojenik
endotel eritroid-myeloid progenitérlere (Erythroid Myeloid Progenitors, EMP) doniisiir ve
dorsal aortaya goc gerceklesir. Bu EMP'ler ayrica, kaudal hematopoietik dokularda (Caudal
Haematopoietic Tissue, CHT) eritro-miyeloid soylara yol agarak farklilasir. Posterior kan
adacig@1 (Posterior Blood Island, PBI) hemojenik endotel, kaudal hematopoietik dokuya (48
hpf), timusa yaklasik 3 dpf (days post fertilization/fertilizasyon sonrasi giin) ve bobrek iligine
goc eden ve bu dokuyu tohumlayan dorsal aortta bulunan HSCs'lere yol acar. Ortak miyeloid
progenitorleri (Common Myeloid Progenitor, CMP) yoluyla CHT'deki (Caudal
Haematopoietic Tissue) HSCs'ler, eritro-miyeloid soylarina yol agar. Timustaki HSCs'ler, T
hiicresi Onciileri yoluyla olgunlagsmis T hiicrelerine farklilasan ortak lenfoid progenitorlere
(Common Lymphoid Progenitor, CLP) yol agar ve bu sadece timusta olur. Bobrek iliginde
HSCs'ler, T hiicresi iiretimi disinda eritroid, miyeloid ve lenfoid soylara yol acar. Ayrica
CLP'lerin bobrek iliginden timusa gegerek olgunlasmis T hiicrelerine yol actigt da

gozlenmistir (Sekil 1) (Gautam ve digerleri, 2021).
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Sekil 1. Zebra baliginda hematopoietik ontogeninin sematik gosterimi (Gautam ve digerleri, 2021).

2.3. Perifer Kan Hiicreleri ile Tlgili Sitokimyasal ve Enzimhistokimyasal Boyama

Metotlar1

2.3.1. May-Griinwald-Giemsa (MGG) Boyama Metodu

Gen¢ Rus protozoolog Romanowsky 1891'de, sitma parazitinin cekirdegini farkli
sekilde boyamay1 basardi. Enrlich'in nétr boyama ilkesini uygulayan Romanowsky, katyonik
(bazik) boya metilen mavisinin anyonik (asidik) eozin ile sulu ¢ozeltilerini birlestirdi. Mavi
sitoplazmaya karsi mor boyanan hiicre ¢ekirdeklerinin gii¢lii kontrasti, Romanowsky
boyalarinin diinya c¢apindaki basarisinin temelini olusturdu (Wittekind, 1979). En basit
Romanowsky boyalarinda kirmizi asit boya eosin Y, mavi bazik boya azure B, ek olarak da

metilen mavisi homologlari bulunur (Wittekind, 1983).

May-Griinwald-Giemsa boyasi, Giemsa, Leishman ve Wright boyama metotlarinda
oldugu gibi Romanowsky tipi, polikromatik bir boyadir (Piaton ve digerleri, 2016) yani eosin,
metilen mavisi ve azur igerir. Eosin eritrositleri ve eozinofilleri kirmizi boyar (Horobin ve
Walter, 1987), bazik boyalar ¢ekirdekleri; DNA (Deoksiribo Nucleic Acid) ve RNA (Ribo
Nucleic Acid) molekiillerinin fosfat gruplarinin negatif yiikleri nedeniyle), bazofil
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graniilositlerin graniillerini ve 16kositlerin sitoplazmasinin RNA molekiillerini boyarlar (Kara
ve digerleri, 2002). Hematolojinin referans yontemi olmasinin yani sira, havada kurutulan
preparatlarin (lenf diigimii baskisi, santrifiijlenmis viicut sivilar1 ve ince igne aspirasyonlari)
incelenmesi i¢in tanisal sitopatolojinin rutin bir boyama metodu haline gelmistir (Piaton ve

digerleri, 2015).

2.3.2. Congo Red (CR) Boyama Metodu

CR boyama prosediirii ile eozinofilik graniilositlerin ve miyelositlerin graniilleri, diger
hiicresel bilesenlerin soluk mavi arka planiyla canli bir sekilde zitlik olusturan belirgin,
spesifik bir turuncu-kirmizi renk gostermektedir (Grouls ve Helpap, 1981). Eozinofiller,
sekonder yani spesifik graniillerinde depolanan ve segici olarak salgilanan, ©nceden
olusturulmus enzimatik ve enzimatik olmayan katyonik (bazik) proteinler igermektedir
(Gleich ve Adolphson, 1986; Acharya ve Ackerman 2014). Eozinofil graniillerinin icerdigi
bir dizi yliksek diizeyde bazik protein eozinofillerin boyanma affinitelerini olusturur (Gomez-
Perretta ve digerleri, 1986). Hiicre ve dokularda katyonik gruplarla, 6zellikle proteinlerin
iyonize amino gruplari, asidik boyalar tutarlar. Eozinofil graniillerindeki arginin gibi bazik
proteinlerin, selektif olarak boyanabilmesi, asit bir boya olan CR’in %50 alkol i¢inde iyonik
ayrismasiyla en uygun alkalinitenin saglanmasindan kaynaklanmaktadir (Grouls ve Helpap,

1981).

2.3.3. Periodic Acid Shiff (PAS) Boyama Metodu

PAS reaksiyonu, notr mukosubtans ve glikojenin oksidasyonu ile olusan aldehit
gruplarim1 goriintir hale getirir (McManus, 1948; Culling ve digerleri, 1985). Mukosubstans
terimi, glikojen digindaki, bag dokularinda veya belirli epitelyal yapilarin salgilarinda bulunan
karbonhidratlar1 belirtmek igin kullanilir. Periyodik asit, Schiff reaktifi ile renklendirilebilen
aldehit tiretmek icin doku kesitlerinde karbonhidratlarin 1.2 glikol baglantisina etki eder.
Schiff reaktifi inkiibasyon sirasinda bazik fuksin dokuda yeni olusan aldehit gruplarina
baglanir. Incelenen dokunun akan suda durulanmasi, baglanmis olan bazik fuksin
molekiillerinin molekiiler degisiklikler nedeniyle, pembe ila kirmiz1 renk almasina neden olur

(Shedge ve digerleri, 2020).
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2.3.4. Sudan Black (SB) Boyama Metodu

SB, notr yag damlaciklarini son derece iyi boyar, bunun yaninda fosfolipitleri ve
sterolleri de boyamaktadir (Sheehan ve Storey, 1947; Bloom ve Wislocki, 1950). Hayhoe
(1953), kan ve kemik iligi frotilerinde nétrofil ve eozinofillerin boyandigini, olgunlasma
diizeyinin artmasiyla pozitivitenin yogunlastigin1 bildirmistir. Ueda ve digerleri (2001) bir

teleost olan Tilapia’da notrofil ve eozinofillerin SB pozitif olduklarini bildirmislerdir.

2.3.5. Toluidine Blue (TB) Boyama Metodu

Alt omurgalilarda, bazofil graniillerinin Wright'n boyas1 gibi etanolde ¢dziinen
boyalarda genellikle zayif boyandigi bildirilmistir (Campbell, 2004). Tavares-Dias (2006b),
bazofillerin korunmalarindaki basarisizlik ve metakromazinin olmamasit nedeniyle
tanimlanmalarinin daha zor oldugunu ileri siirmektedir. Nitekim, Lopez-Ruiz ve digerleri
(1992), Giemsa veya toluidin mavisi ile boyanmig Sparus aurata (Cipura) kan frotilerinde
bazofilleri gérememisler ancak transmisyon elektron mikroskobunda bazofilleri tespit
etmislerdir. Traves-Dias (2006b) kursun asetat ile tespit ettigi frotilerde, TB boyama ile 15
tath su teleostundan sadece dordiinde bazofilleri tespit etmistir. Sadece Tilapia sp. (Tatl su
¢ipurasi), . Punctatus (Channel Catfish, Kanal yaym baligi) ve L. macrocephalus (Long

spiky-head carp, bir sazan tiirii) bazofillerinin graniillerinde metakromazi gozlemistir.

Suzuki (1986), sazan kaninda, bazofillerin astra blue veya alcian blue ile
boyanmadigini, TB pH 3’de metakromazi goriilmedigini, bazofilik materyalin asir1
seyreltilmis elektrolit soliisyonunda bile kolayca ayrilabildigini tespit etmis ve bu nedenle
memeli bazofillerindeki heparinin aksine, s6z konusu bulgularin baliklarin  asit
muskopolisakkarit molekiiliinde herhangi bir siilfat radikaline sahip olmadigini gosterdigini
ileri siirmiistiir. Culling ve digerleri (1985) siilfath olmayan asit mukopolisakkaritlerin
metakromaziyi olusturmadigini belirtmislerdir. Tavares-Dias ve Moraes (2007) Kanal yayin

baligi’ndaTB boyama metodu ile bazofil tespit etmistir.

Saunders (1966) Synodus intermedius (Kum dalgict baligi), Holocentrus ascensionis
(Sincap baligi), H. rufus, (Uzun omurga sincap baligi), Caranx bartholomaei (Sar1 kriko
balig1) ve Dactylopterus volitans (Ugan kirlangi¢ baligi) olmak iizere, bes Teleost tiiriiniin

kaninda bazofilleri, Wright’in boyasiyla, belirgin bazofilik 6zallikleriyle tespit etmigtir. De
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Paiva ve digerleri (2000) 20 tatli su baliginin altisinda bazofilleri belirlemisler, en fazla sayida

da L. lacustris (bir tiir akvaryum balig1) baliginda tespit etmislerdir.

2.3.6. Methyl Green Pyronin (MGP) Boyama Metodu

Metil Green’in DNA'y1, pyronin Y'nin ise RNA'y1 segici olarak boyadigina ait
histokimyasal temel bilgi Brachet (1940) tarafindan verilmistir. Boyama teorisinde, MG/PY
prosediirii ilgingtir, ¢iinkii ortak bir soliisyonda iki katyonik boya kullanan ve sadece kiigiik
kimyasal ve yapisal farkliliklarla iki makromolekiiler tiiriin net bir sekilde farklilagsmasini
saglayan birka¢ boya metodundan biridir. Ayrica arastiricilar (Perry ve digerleri, 1956)
pironinofilinin bir RNA 6lciisii oldugu varsayilirsa, morfolojik olarak benzer ve olgun
l16kositlerin sitoplazmik RNA miktarinda degisiklik gosterecegini, immatiir olma durumu
fazla miktarda RNA ile iliskili oldugundan, pironin fazlaliginin periferik kandaki beyaz kan
hiicrelerinin degisen “yasinin™ bir gostergesi olmasi gerektigini ileri stirmiislerdirler. MGP
boyanmasi genellikle etanol ile differansiyasyona ¢ok duyarlidir o nedenle dnceden kesitlerin

n-butanole ile ¢alkalanmasi 6nerilmektedir (Ahlgvist ve Andersson, 1972).

2.3.7. Alpha Naphthyl Acetate Esterase (ANAE) Boyama Metodu

Esterazlar, alifatik ve aromatik ester baglarimi hidrolize eden enzimlerdir. Substrat
tercihine gore spesifik ve spesifik olmayan (nonspesifik) olarak siiflandirilmislardir (Kass ve
Batsakis, 1979). Alfa-naftil asetat nonspesifik bir esterazdir. ANAE metodunda alfa naftil
asetat, substrat olarak kullanilir. ANAE enzimi, substratin hidrolizi siiresince alfa naphthol
tretir. Alfa naftol daha sonra uygun bir diazonium tuzuyla (hexazotize pararosanilin)
birlestirilir ve ¢dziinmeyen azo boyasi elde edilir. Bu boya enzim aktivitesinin bulundugu

bolgede ¢okelir (Ketani ve Akbalik, 2015)

ANAE, olgun T lenfositlerin yiiksek seviyelerde bulundugu bolgelerde nokta benzeri bir
pozitiflik iirettigi i¢in aywrt edici bir belirte¢ olarak da kullanilir (Maiti ve digerleri, 1990).
Kurtdede ve digerleri (1995), Ankara kegilerinin perifer kan hiicrelerinde, ANAE enzimine,
pozitif reaksiyona veren lenfosit, monosit, kan pulcuklari, eozinofil ve notrofil
granulosillerde, lizozomal graniillerin i¢inde rastlamislardir. Ast1 ve digerleri (1996) tavuk,

kopek, koyun ve kegi, at, sigir, rat ve kedide T lenfosit, monosit ve eozinofil granulositlerde

23



ANAE'ye kars1 pozitif reaksiyon tespit etmislerdir. Buna karsilik, sadece rat, koyun, ke¢i ve
sigirlarm notrofil granulositleri ile tavuklarin pseudoeozinofil granulositlerinde, rat ve
kopeklerin kan pulcuklarinda pozitif reaksiyon gozlemislerdir. Yoriik ve digerleri (1998) Van
kedilerinde, ultrastruktural olarak ANAE pozitivitesini lenfositlerin lizozomlarinda,
monositlerde ve eozinofil graniilositlerin graniillerinde ve lizozomlarinda diffuz sekilde tespit

etmislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Calisma materyali olarak, Deniz levregi (Dicentrarchus labrax L., 1758) (Resim 1),
Cipura (Sparus aurata L., 1758) (Resim 2) ve Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) (Resim 3) balik tiirleri kullanildi.

Resim 1. Deniz levregi (Dicentrarchus labrax L., 1758)
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Resim 2. Cipura (Sparus aurata L., 1758)

Resim 3. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)




Tez materyali olarak kullanilan baliklardan Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi

alabaliginin omurgali sistematigindeki yeri asagida belirtildigi sekildedir (Demirsoy, 1998).

Phylum: Chordata (Sirt iplikliler)
Grup 1: Acrania (Kafatassizlar)
Grup 2: Craniata (Vertebrata, Omurgalilar)
Subphylum 1: Agnatha (Cenesizler)
Classis: Cyclostomata (Yuvarlak agizli baliklar)
Subphylum 2: Gnathostomata (Ceneli baliklar)
Stiper Classis: Pisces (Baliklar)
Classis 1: Chondrichytes (Kikirdakli baliklar)
Subclassis: Elasmobranchii (Yass1 solungaclilar)
Subclassis: Holocephali (Chimaera, Deniz kedileri)
Classis 2: Osteichytes (Kemikli baliklar)
Subclassis: Actinopterygii (Isinl yiizgegliler)
Stiper Ordo: Teleostei (Tipik kemikli baliklar)
Ordo: Perciformes (Levrekler)
Familia: Moronidae

Dicentrarchus labrax (Sea bass, Deniz levregi)

Familia: Sparidae

Sparus aurata (Seabream, Cipura)

Ordo: Salmoniformes (Alabaliklar)
Familia: Salmonidae
Alt Familia: Salmoninae

Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout, Gokkusagi alabalig)
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Tablo 1. Balik materyallerinin alindig1 tesislere ait 6zellikler

Deniz levregi Cipura Gokkusagi alabahg
Sirket Adi | Okyanus Deniz Uriinleri | Okyanus Deniz Uriinleri | Erpe Gida Nak. San.ve
Tur.San.ve Tic.Ltd.Sti. Tur.San.ve Tic.Ltd.Sti. Tic.Ltd.Sti.
Milas/MUGLA Milas/MUGLA Bozdogan/AYDIN
ve ve
EGEMAR Su EGEMAR Su
Uriin.Tic.A.S.(LATMOS) | Uriin.Tic.A.S.(LATMOS)
Akbiik/Didim/AYDIN Akbiik/Didim/AYDIN
Bahigin Normfeed Firmasi / Normfeed Firmasi / Gengsoy/Glimiisdoga/
Beslendigi Aguanorm Aguanorm Ozpekler Firmasi
Yem
Bahgin Kili¢ Kulughane Kili¢ Kulughane Acar Balik Uretim Tesisi
Mensei
Su 19,6 °C 19,6 °C 16,0 °C
Sicakhg:
Ornek
Alim Kasim-Aralik Kasim-Aralik Kasim-Aralik
Zamani
Tuzluluk %38 %38 Tatli su

Belirtilen tiirlerden, viicut agirlig1 yaklasik 300-400 g olan, sekizer adet balik saglandi.

Balik 6rneklerinin alindig1 tesislere ait 6zellikler Tablo 1°de belirtildi. MS222 (Tricaine

methanesulfonate) (1gr/10L Sandoz) ile anestezi uygulanan saglikli baliklarin kuyruk (kaudal)

venasindan, 23G enjektor ucu ile 1 cc kan alinip (Resim 4), heparin (1ml kan igin 0,75 mg) ve

EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) (Iml kan igin 1mg) igeren tiiplere konuldu (Esteban

ve digerleri, 2000; Ortuno ve digerleri, 2002).
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Resim 4. Baliklarda kuyruk venasimdan kan alinmasi

3.2. Yontem

Heparinli ve EDTA’ll kan orneklerinden, her bir balik 6rnegi i¢in kan frotileri

hazirlandi, oda sicaklifinda kurutuldu. Alinan perifer kan Orneklerine asagida kullanim

amaglar1 belirtilen boyama metotlar1 uygulandi. Bunlar:

1.

Genel gorlinlim ve morfolojik tanimlama yapmak i¢in May-Griinwald Giemsa

(MGG),

Eozinofillerin proteinlerinin bazik kisimlarin1 boyayarak eozinofilleri belirlemek i¢in

Congo Red (CR),

Glikojen ve nétral mukosubstans varligini arastirmak igin Periodic Acid Schiff's

(PAS),
Hiicrelerin lipid icerigini belirlemek i¢in Sudan Black (SB),
Bazofillerin asidik mukosubstans igerigini tespit etmek i¢in Toluidie Blue (TB),

DNA ve RNA igerigini boyayarak plazma hiicrelerini ayird etmek i¢cin Methyl-Green
Pyronin (MGP),

Hiicrelerin nonspesifik esteraz iceriklerini gostermek i¢in Alpha naphthyl acetate
esterase Ph: 5.8 (ANAE) ve,
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8.

Deniz levreginde T lenfositlere 6zel DLT 15 antikoru kullanarak, T lenfositleri
belirlemek igin  Streptavidin-biotin-peroxidase complex (Streptavidin-biotin-

peroksidaz kompleks/ sABC) boyama metotlaridir.

3.2.1. MGG Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Culling ve digerleri, 1985)

. Hazirlanan kan frotileri li¢ dakika metil alkolde (metanol) tespit edilip kurutulduktan

sonra May Grunwald boyasi ile 5 dakika boyandi.

. Boya dokiildiikten sonra her froti {izerine 1 ml distile su konarak bir dakika

bekletildi.

. Daha sonra distile su dokiildii ve Giemsa boya soliisyonu (soliisyon 1ml distile suya

1 damla Giemsa boyasi1 eklenerek hazirlandi) ile 30 dakika boyandi.

. Boyama isleminden sonra lamlar distile su ile yikand.
. Boyanan kan frotileri tozsuz bir ortamda kurumaya birakildi.

. Son olarak ksilole daldirilip ¢ikardiktan sonra entellan ile kapatildi.

3.2.2. CR Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Grouls ve Helpap, 1981)

1.

o O A oWN

Hazirlanan kan frotileri, 37 °C etiivde formol buharinda 10 dakika tespit edildikten

sonra, havada kurutuldu.

. Frotiler 5 dakika Hemalounda tutuldu.

. Akarsuda 5 dakika tutulan frotiler, distile suda calkalandu.

. %0,5’ lik alkolik Congo Red boya soliisyonunda 15 dakika boyandi.
. Strasiyla %75, %96 ve absolute alkollerden hizlica gegirildi.

. Frotiler daha sonra iki defa beser dakika ksilolde bekletildikten sonra entellanla

kapatildi.

3.2.3. PAS Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Mc Manus, 1948)

1.

2.

Hazirlanan kan frotileri havada kurutulduktan sonra 3 dakika asetonda ve metanolde
tespit edildi ve kurutuldu.
Daha sonra %1 periyodik asidde 5-10 dakika tutuldu.
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3.24.

3.2.5.

o N o o1 b

. Frotiler distile suda iki defa ¢alkalandiktan sonra Schiff reagent'ta 20 dakika karanlik

ortamda boyandi.

. Iki kez potasyum metabisiilfitte beser dakika tutuldu.

. Frotiler distile suda 5 dakika ¢alkalandi.

. Son olarak Hemalaunda 1 dakika zit boyama yapildi.

. Daha sonra akarsuda 3 dakika yikandi, ardindan distile suda ¢alkalandi.

. Lamlar %96 alkolden hizlica gegirilerek iki kez absolute alkolde tiger dakika, iki defa

beser dakika ksilolde bekletildikten sonra, entellanla kapatildi.

SB Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Culling ve digerleri, 1985; Hayhoe, 1953)

0o N oo OB~ wWwN

. Hazirlanan kan frotileri, 37 °C etiivde formol buhari’nda 10 dakika tespit edildikten

sonra, havada kurutuldu.

. Daha sonra frotiler, 10 dakika Sudan Black boyasi ile boyand1
. Sonrasinda distile su i¢inde yikandi.

. %70 alkole hizlica girip calkaland.

. Distile su i¢inde hizlica yikandi.

. Frotiler bir dakika Kernechtrot i¢cinde tutuldu.

. Distile su ile yikandi.

. Boyanan kan frotileri faramaunt ile kapatildi.

TB Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Tavares-Dias, 2006b)

a b~ w DN

. Hazirlanan kan frotileri 3 dakika metil alkolde tespit edilip kurutulduktan sonra

Toluidine blue boyasi ile 5-6 dakika boyandi.

Frotiler distile suda 2 dakika yikandi.

%95 alkolde hizlica dehidre edildi.

Iki kez %100 alkolde onar defa calkalandi.

Daha sonra ii¢ defa ikiser dakika ksilolde bekletildikten sonra entellanla kapatildi
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3.2.6. MGP Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Perry ve digerleri, 1956; Culling ve
digerleri, 1985)

o g > w N

Hazirlanan kan frotileri, Carnoy’un tespit solusyonunda 10 dakika tespit edildikten
sonra %95 alkolde birkag saniye ¢alkalandi.

Frotiler distile suda birkag saniye tutulup kurutuldu.

MGP boyasi ile 30 dakika boyandi.

Frotiler distile suda birkag saniye ¢alkalandi.

Butil alkolde birkag saniye tutuldu.

Boyanan frotiler kurutulup, ksilolde bekletildikten sonra entellanla kapatildu.

3.2.7. ANAE (Ph: 5.8) Boyama Metodu’nun Uygulanmasi (Mueller ve digerleri, 1975;
Maiti ve digerleri, 1990; Hébert ve digerleri, 2002; Donmez ve digerleri, 2007)

1.

Hazirlanan kan frotileri (heparinize) havada kurutulduktan sonra %50 glutaraldehid-
%50 aseton soliisyonuna (pH 4,8) alinarak buzlukta 3 dakika tespit edildi.

Daha sonra distile su ile yikandi, havada kurutuldu. Tespit edilen frotiler, oda
sicakliginda saat baslarinda pozitivite kontrolleri yapilarak, 4 saat siireyle pH 5,8 olan
inkubasyon soliisyonuna birakildi. Inkubasyon soliisyonu; 0,067 M fosfat tamponunun
(pH 5.0) 80 ml'sine, 0,8 ml asetonda eritilen 20 mg alpha naphthyl acetate (N-8505-
Sigma) ve esit oranda karistirtlarak hekzazotize edilmis, sodium nitrit (%4) (2,4 ml) ve
pararosaniline (%5) (N-3750-Sigma) (2,4 ml) solusyonu ilave edilerek hazirlandi.
Daha sonra solusvonun pH's1 1 N NaOH ile 5,8'e ayarlandi.

Reaksiyon gelisince boyanan kan frotileri distile suda yikandi.

Kontrol i¢in frotiler alpha naphthyl acetate eklenmemis inkubasyon soliisyonunda ayni1
stire bekletildi.

Inkiibasyonun ardindan frotilere %1'lik methyl green ile ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Z1it boyamadan sonra frotiler hizlica %96’lik alkolden gecirildikten sonra ikinci
%96’lik alkolde 3 dakika tutuldu. Daha sonra %100 alkolde iki kez iiger dakika
bekletildi, ksilolde iki kez beser dakika tutuldu ve entellan ile kapatildi.
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3.2.8. Streptavidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (sABC) Boyama Metodu’nun
Uygulanmasi (Abelli ve digerleri,1996)

Heparinize frotilere fare anti levrek timosit monoklonal antikoru (mAb) DLT15
kullanilarak sSABC metodu uygulandi (Antikor Prof. Dr. Giuseppe Scapigliati’den saglandi,
Dipartimento di Scienze Ambientali, Facolta di Scienze, Universita della Tuscia, Viterbo/
Italya)

1. Frotiler asetonda 10 dakika tespit edildi.

2. Onceden etiivde 37 °C’ye 1sitilmis proteaz soliisyonundan, lamlarin iizerine
damlatilarak 10 dakika etiivde bekletildi.

3. Frotiler hizla 37 °C’ye 1sitilmis distile sudan gegirilerek 5-10 dakika siireyle %3’ liik
H>O> icine alindi. Pipet yardimi ile distile suda yikandiktan sonra 5 dakika PBS ile
bekletildi.

4. Daha sonra suyu kurutma kagidi ile alinan lamlar 1:10 oraninda PBS ile diliie edilmis
DLT-15 (2ml DLT 15+ 1 ml ke¢i serumu+ 0.02 gr sodyum azide) antikoru ile oda
1s1sinda 18 saat inkube edildi.

5. Inkubasyon sonrasi kesitler PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika PBS’de bekletildi.

6. PBS’den sonra frotilerin sivis1 kurutma kagidi ile g¢ekilerek 1 saat boyunca sekonder
antikorda (1:1000) inkube edildi.

7. Pipet yardimu ile distile su ile yikama yapildi ve sonra PBS’de 5 dakika bekletildi.

8. Frotiler avidin-peroksidaz kompleksinde 30 dakika inkiibe edildi.

9. PBS ile yikandiktan sonra yine PBS’de bes dakika tutuldu, sivist kurutma kagidi ile
cekildi.

10. Taze hazirlanmig substrat-kromojen soliisyonu (DAB, Sigma D5905), oda sicakliginda
lamlarin lizerine iki dakika (kesitlerde kahverengi renk olusumu goézleninceye kadar)
uygulandi. Daha sonra lamlar distile su ile 5 dakika yikandi.

11. Harris hematoksilen ile 30 saniye zit boyama yapildi, sonrasinda kesitler distile suda
iki defa ¢alkalandiktan sonra hizlica %96’lik alkol-1’den geg¢irildikten sonra %96’lik
alkol-2 de ti¢ dakika tutuldu.

12. Daha sonra %100 alkol-1 ve %100 alkol-2 de sirasiyla tiger dakika bekletildikten
sonra ksilol-1 ve ksilol-2 de sirasiyla beser dakika tutuldu ve entellan ile kapatildi.
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Boyama metotlar1 uygulanmis olan kan frotileri, 151k mikroskobu ile incelendi ve
karsilastirildi. Boyama sonuglar1 goriintii analiz sistemi (CellSence / Olympus) ile

fotograflandi.
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4. BULGULAR

Calisma konusu olan baliklarin, kan hiicrelerinin morfolojik ve sitolojik
incelemelerinde, memeli kani ile ilgili bilgi birikimi temel alinarak degerlendirmeler yapildi.
MGG boyama metodu ile boyanan frotiler incelendiginde, her ii¢ balik tiiriinde de eritrosit,
rubrisit, lenfosit, monosit ve trombosit ayirimi kolay oldu. Bunun yaninda granulosit
gorlintiilerini ayirt etmekte giiclilk yasandi. Bu nedenle o©nce sitokimyasal boyama
bulgularinin incelenmesine karar verildi. Heparin ve EDTA antikoagulan kullaniminin
sitokimyasal boyamalara etkisi incelendi. Baliklara ve sitokimyasal boyama tiiriine gore iyi
sonu¢ veren antikoagulan kullanimlarnn kaydedildi (Tablo 2). Sitokimyasal boyama
sonuglarindan yola ¢ikilarak, graniilositlerin 6zellikleri belirlendi. Daha sonra memeliler ve
kanathilardaki gibi, balik tiirlerinde de grantilositler notrofil, heterofil, eozinofil, bazofil olarak

siniflandirildi.
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Tablo 2. Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaligi, iyi sonug alinan kan boyamalarinda, tespit ve antikoagulan kullanimu.

Deniz levregi Cipura Gokkusagi alabahi
Boyama Metotlari Antikoagulan Tespit Antikoagulan Tespit Antikoagulan Tespit
MGG EDTA/Heparin Metanol Heparin Metanol Heparin Metanol
SB Heparin/EDTA Formol Buhari Heparin/EDTA Formol Buhari Heparin/EDTA | Formol Buhari
CR Heparin/EDTA Formol Buhari Heparin Formol Buhari Heparin/EDTA | Formol Buhari
PAS Heparin Aseton, Metanol Heparin Metanol Heparin /EDTA | Aseton, Metanol
EDTA Aseton, Metanol
MGP Heparin/EDTA Carnoy Heparin/EDTA Carnoy EDTA Carnoy
B Heparin/EDTA Metanol Heparin/EDTA Metanol Heparin/EDTA Metanol
ANAE Heparin Glutaraldehid- Heparin Glutaraldehid- Heparin Glutaraldehid-

Aseton

Aseton

Aseton
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4.1. Deniz Levregi Kam

4.1.1. CR Boyama Metodu

Eozinofil graniilosit varligini arastirmak amaciyla heparin (Resim 5A) ve EDTA (Resim
5B) antikoagulan kullanilan ve formol buhari ile tespit edilen frotilere CR boyama metodu
uygulandi. Deniz levreginde eozinofil 16kositlerin graniillerinin CR ile turuncu renkte ince
graniiler tarzda boyandigi gozlendi. Sitoplazmanin hafif bozofilik oldugu, g¢ekirdeklerinin
yuvarlagimst oval veya loplu oldugu goriildii. Antikoagulan olarak heparin veya EDTA
kullanim1 CR boyamada dikkate deger dnemde bir farklilik olugturmadi.
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Resim 5A. Heparin antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda eozinofillerin goriiniimii.

e: Eozinofil, L: Lenfosit, T: Trombosit, g: Granulosit. CR Boyama Metodu.
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Resim 5B. EDTA antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda eozinofillerin gériiniimii. e: Eozinofil,

L: Lenfosit, T: Trombosit, M: Monosit, g: Granulosit. CR Boyama Metodu.
4.1.2. PAS Boyama Metodu

Glikojen veya ndtral mukosubstan icerigi olan hiicrelerin varligini arastirmak amaciyla,
heparin ve EDTA antikoagulan kullanilan, aseton veya metanol ile tespit edilen frotilere PAS
boyama metodu uygulandi.

Heparinize kanlardan aseton ile tespit edilenlerde farkli morfolojide hiicreler tespit
edildi. Iri bir sitoplazmaya sahip olan graniillii hiicreler graniilosit 1 olarak isimlendirildi.
Bunlarin ¢ekirdeklerinin ¢ogunlukla yuvarlagimsi oval olduklart dikkati ¢ekti (Resim 6A).

Daha kiiciik sitoplazmaya, oval veya loplu ¢ekirdege sahip olanlar da graniilosit 2 olarak
kaydedildi (Resim 6B).
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Resim 6A. Heparin antikoagulan kullanilmig aseton ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g1: Granulosit tip 1. PAS Boyama Metodu.
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Resim 6B. Heparin antikoagulan kullanilmig aseton ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.



Heparinize kanlardan metanol ile tespit edilen frotilerde de aseton ile tespit edilenlerde
oldugu gibi farkli morfolojide hiicreler tespit edildi. iri bir sitoplazmaya sahip olan hiicreler
graniilosit 1 olarak isimlendirildi. Cekirdeklerinin sekillerinin farkli oldugu goriildii (Resim
7A). Daha kiiciik sitoplazmaya ve loplu ¢ekirdege sahip olanlar da graniilosit 2 olarak
kaydedildi (Resim 7B). Heparinize levrek kaninda frotilerin aseton ile tespit edilmesinin

metanol tespite gore daha iyi sonug verdigi gézlendi.

g1
1
g1 ¢ g1
10 pm 10 pm 10 pm 10 ym

Resim 7A. Heparin antikoagulan kullanilmis metanol ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. gl: Granulosit tip 1. PAS Boyama Metodu.
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Resim 7B. Heparin antikoagulan kullanilmis metanol ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.

EDTA antikoagulan kullanilmis ve aseton ile tespit edilmis frotilerde de (Resim 8A, B)

graniilosit tip 1 ve tip 2 PAS pozitif hiicreler tespit edildi.

Py

10 pm ~ 10 pm

10 pm

10 pm

10 pm
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Resim 8A. EDTA antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif
reaksiyon veren hiicreler. g1: Granulosit tip 1. PAS Boyama Metodu.

&
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Resim 8B. EDTA antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif reaksiyon
veren hiicreler. g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.

Yine EDTA kullanilmis metanol ile tespit edilmis frotilerde de graniilosit tip 1 ve 2
PAS pozitif hiicreler tespit edildi (Resim 9A, B). Metanol kullaniminin PAS boyamay bir
miktar olumsuz etkiledigi dikkati ¢ekti.
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Resim 9A. EDTA antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmig Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g1: Granulosit tip 1. PAS Boyama Metodu.
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Resim 9B. EDTA antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmis Deniz levregi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.
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Levrek kan frotilerinde PAS boyama icin  heparin ve EDTA antikoagulan
karsilastirildiginda 6nemli bir fark olmadigi fakat aseton tespitin metanol tespite gore bir

miktar daha 1yi sonug verdigi gozlendi.

4.1.3. SB Boyama Metodu

Hem heparin (Resim 10A) hem de EDTA (Resim 10B) ile tespit edilen Deniz levregi
kanlarindan hazirlanmis ve formol buharinda tespit edilmis frotilerde SB boyasi ile pozitif
reaksiyon gosteren graniilositler tespit edildi. Graniillerin gubuk seklinde oldugu dikkati ¢ekti.
Hiicre biiytikliikleri ve graniil miktarlarinin farkli olabildigi gézlendi. Cekirdeklerinin loplu
veya yuvarlagimsi oval olduklar1 dikkati ¢ekti. Deniz Levregi kan frotilerinde SB boyama igin

heparin ve EDTA antikoagulan karsilastirildiginda énemli bir fark olmadigi kaydedildi.

O

g @
I

10 pm

10 pm

10 pm 10 um 1Orm

Resim 10A. Heparin antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.

g: Granulosit. SB Boyama Metodu.

44



L 4% #‘
9
3
g’
10 pm 10 ym 10 pm 10 pm kg

Resim 10B. EDTA antikoagulan kullanilmis Deniz levregi kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.
g: Granulosit. SB Boyama Metodu.

4.1.4. TB Boyama Metodu

Heparin (Resim 11A) ve EDTA (Resim 11B) kullanilan kan frotilerine metanol
tespitinden sonra toluidine blue pH 4 boyama metodu uygulandiginda, tiim hiicrelerin
cekirdeklerinin ve sitoplazmasi bazofilik olan hiicrelerin sitoplazmasi boyandi. Bazofil olarak
belirlenebilecek mavi mor graniillii hiicreler arandi. Az sayida sitoplazmasi agik mavi olup,
ortokromatik boyanan, ¢ok ince mavi graniillere sahip hiicreler tespit edildi. Bu hiicrelerin
bazofil olduklar1 diisliniildii. Deniz levregi kan frotilerinde TB boyama i¢in heparin ve EDTA

antikoagulan karsilastirildiginda 6énemli bir fark olmadig1 gozlendi.
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Resim 11A. Heparin antikoagulan kullanilmis Deniz levregi kaninda TB pozitif reaksiyon veren hiicreler. Ok

baglari: TB pozitif graniillii hiicre. TB pH 4 Boyama Metodu.
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Resim 11B. EDTA antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda TB pozitif reaksiyon veren hiicreler. Ok
baslari: TB pozitif graniillii hiicre. TB pH 4 Boyama Metodu.
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4.1.5. MGG Boyama Metodu

Heparin ve EDTA kullanilan kan frotilerine metanol tespitinden sonra May-Griinwald
Giemsa boyama metodu uygulandi. Her iki antikoagulan kullaniminda da sonug¢ alinmis
olmasina ragmen EDTA kullanilan frotilerin daha net goriintii verdigi dikkati ¢ekti.

Eritrositler oval sekilli olup, pembe sitoplazmali ve hiicrenin merkezinde oval ¢ekirdekli
olmak tizere, klasik goriiniimde gozlendi (Resim 12) Bununla birlikte bazi1 ¢ekirdeklerin at
nali, loplu veya burgu seklinde oldugu dikkati ¢ekti. Sitoplazmasi olgun eritrositlerden daha
acik renkte olmak iizere, immatiir eritrositlere de rastlandi. Immatiir eritrositlerin sekillerinin

yuvarlagimst oldugu goézlendi.
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Resim 12. Deniz levregi kaninda farkli sekilli gekirdege sahip eritrositlerin goriiniimii. E: Normal ¢ekirdekli

eritrositler, Oklar: Normal dis1 sekilde ¢ekirdege sahip eritrositler. MGG Boyama Metodu.

Deniz levreginde trombositler farkli genisliklerde mekik seklinde gozlendi (Resim 13A,
B). Sitoplazma miktarlar1 ve boyanma 6zellikleri de ¢ok farkli olmamakla birlikte degiskenlik
gosterebildigi dikkati ¢ekti bazen az miktarda mavi sitoplazmali bazen de hafif eozinifilik

sitoplazmal1 trombositlere rastlandu.
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Resim 13A. EDTA antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. T: Trombosit,
L: Lenfosit, M: Monosit. MGG Boyama Metodu.
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Resim 13B. Heparin antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda kan hiicrelerinin gériinimii. T: Trombosit,
L: Lenfosit, M: Monosit, Ok: Makrofaj. MGG Boyama Metodu.
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Deniz levreginde agraniilositlerden, lenfositlerin (Resim 13A, B) sekil olarak yuvarlak
olup, ¢ok az olan stoplazmalarinin bazofilik oldugu gézlendi. Kiigiik ve biiyiik lenfositlerin
bulundugu, sitoplazmik ¢ikint1 benzeri olusumlara sahip olabildigi dikkati ¢ekti.

Baska bir agraniilosit olan monositler, genelde bobrek seklinde az miktarda bazofilik
sitoplazmalariyla gozlendiler (Resim 13A,B; Resim 14A). Sitoplazmalarinda bazen vakuol
benzeri yapilara rastlandi. Ayrica, koyu mavi boyanan sitoplazmalar1 ve siklikla girintili ve
parcali, ayn1 zamanda iri ve koyu mor boyanan c¢ekirdekleriyle ve psdydopod benzeri
uzantilariyla makrofaj oldugu diisiiniilen hiicrelere rastlandi (Resim 13B).

Deniz levreginde hem EDTA (Resim 14A) hem de heparin antikoagulan (Resim 14B)
kullanilmis kan frotilerinde graniilositler incelendiler. Lenfosit, monosit ve trombositler ayirt
edildikten sonra, geriye kalan hiicrelerin sitoplazmalarinda graniil yapilarinin MGG boyama
metoduyla boyanmadigi farkedildi. Bu nedenle notrofil, eozinofil veya bazofil graniilosit
olarak ayirimlart MGG boyama metodu ile yapilamadi. Bu hiicrelerin, daha 6nce yapilan, CR,
PAS ve SB sitokimyasal boyama metotlarinin sonuglarindan yola ¢ikilarak, genel anlamda
grantilositler olduguna karar verildi ve graniilosit olarak isimlendirildiler. Graniilositlerin
sitoplazmalarinin hafif diizeyde bazofilik boyandigi dikkati ¢ekti (Resim 14A, B).
Cekirdeklerinin oval, at nali seklinde veya loplu olabildikleri, loplarin bir digerinin iizerine
kivrilabildigi gozlendi (Resim 14A, B). Deniz levregi frotilerinde MGG boyamada bazofil

graniilositlere rastlanmada.
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Resim 14A. EDTA antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda kan hiicrelerinin goriiniimii. E: Eritrositler,
g: Graniilosit, M. Monosit, T: Trombosit. MGG Boyama Metodu.

Resim 14B. Heparin antikoagulan kullanilmig Deniz levregi kaninda kan hiicrelerinin goriinimii. E: Eritrositler,
g: Graniilosit, T: Trombosit, L: Lenfosit. MGG Boyama Metodu.
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4.1.6. ANAE PH 5.8 Boyama Metodu

Deniz levreginin heparin antikoagulan kullanilmis kan frotilerine, glutaraldehit-aseton
tespitinden sonra uygulanan ANAE enzim boyamas: sonucunda, bazi lenfositlerde
kahverengimsi renkte pozitif reaksiyon gozlendi (Resim 15). Pozitif reaksiyon vermeyen
lenfositlerin de oldugu dikkati ¢ekti (Resim 15, Ok basi). ANAE pozitif lenfositlerin T

lenfosit olduguna karar verildi.

el
T 5
5 um \
—
5 um
\ A —

Resim 15. Deniz levregi kaninda Heparinize frotilerde ANAE pozitif lenfositlerin goriiniimii (oklar). Ok basi:
ANAE negatif lenfosit. ANAE pH 5.8 Boyama Metodu.

4.1.7. sSABC Boyama Metodu

Heparinize frotilere levrek timosit monoklonal antikoru (DLT15) kullanilarak
uygulanan strep-ABC boyama metodu sonucunda reaksiyon pozitif T lenfositler ayird
edildiler (Resim 16).
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Resim 16. Deniz levregi kaninda Heparinize frotilerde DLT15 pozitif T lenfositlerin goriiniimii (oklar)
Ok bas1: DLT15 negatif lenfosit. SABC Boyama Metodu.

4.1.8. MGP Boyama Metodu
Carnoy tespiti sonrasi frotilere MGP boyama metodu uygulandiginda ¢ok az sayida

MGP pozitif hiicre gézlendi (Resim 17). Bu hiicrelerin farkl: biiyiikliiklerde hiicreler oldugu
dikkati ¢ekti. Heparin ve EDTA kullanilmis kan frotileri arasinda farklilik gézlenmedi.
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Resim 17. EDTA ve heparinli Deniz levregi kanlarindan hazirlanmis frotilerde, MGP pozitif hiicrelerin
goriiniimii. ep: EDTA kullanilmig kanda MGP pozitif hiicre. hp: Heparin kullanilmis kanda MGP pozitif hiicre.
MGP Boyama Metodu.

Frotilerde eksentrik niikleslu olan MGP pozitif hiicrelerin plazma hiicreleri, loplu

cekirdekli olan hiicrelerin i1se immatiir graniilositler olabilecegi diisiiniildii.

4.2. Cipura Kam

4.2.1. CR Boyama Metodu

Eozinofil varligin1 aragtirmak amaciyla EDTA (Resim 18) ve heparin (Resim 19A, B)
antikoagulan kullanilan ve formol buhari ile tespit edilen frotilere CR boyama metodu
uygulandi. Her iki antikoagulan kullaniminda da Cipura’da eozinofiller CR pozitif olarak
gbzlendi. Eozinofillerin graniillerinin CR ile turuncu renkte ve belirgin sekilde boyandigi
gortildii. Sitoplazmalarinin ¢ok hafif bazofilik boyandig1 dikkati c¢ekti. Hiicrelerin
biiytikliiklerinin farkli oldugu, oldukga kiigiik eozinofillerin de bulundugu dikkati cekti.
Eozinofil ¢ekirdeklerinin yuvarlak, oval veya yassilmis oldugu goriildii. Loplu ¢ekirdeklere de
rastlandi. Bununla birlikte Cipura’da antikoagulan farkinin eozinofillerin boyanmasinda
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farklilik olusturdugu tespit edildi. EDTA kullanildiginda bazi eozinofillerin graniillerinin lize
oldugu gozlendi (Resim 18)
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Resim 18. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda eozinofillerin gériiniimii. e: Eozinofil, g: Granulosit.
CR Boyama Metodu.

Cipura’da heparin antikoagulan kullanildiginda eozinofillerin daha homojen goriintii

verdikleri tespit edildi (Resim 19A). Ayrica CR negatif hiicreler de ayird edildi (Resim 19B).
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Resim 19A. Heparin antikoagulan kullanilmis Cipura kaninda eozinofillerin gériiniimii. e: Eozinofil. CR

Boyama Metodu.

Resim 19B. Heparin antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda negatif reaksiyon veren hiicreler. L: Lenfosit, X:
Olas1 6ncii hiicre, g: Graniilosit, T: Trombosit. CR Boyama Metodu.
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4.2.2. PAS Boyama Metodu

Cipura’da, heparin ve EDTA antikoagulan kullanilan, aseton veya metanol ile tespit
edilen kan frotilerine glikojen ve nétral mukosubstans igerigini gorebilmek i¢in PAS boyama
metodu uygulandi.

EDTA antikoagulan kullanildiginda hem aseton hem de metanol tespitte pozitivite
gbzlendi. Bununla birlikte boyamanin metanol tespitte (Resim 20A) aseton tespite gore
(Resim 20B) gore bir miktar iyi olsa da beklenen netligi vermedigi dikkati ¢ekti.

Boyama sonuclar1 incelendiginde iri, yuvarlagimsi veya oval sekilli olup, yine
yuvarlagimsi oval ¢ekirdeklere sahip hiicrelere rastlandi ve bu hiicreler graniilosit tip 1 olarak
degerlendirildi. Daha kiiciik olup yine oval veya loplu cekirdeklere sahip hiicreler ise

graniilosit tip 2 olarak kaydedildi.

10 pm

10 pm
10 pm 10 pm 10 pm

Resim 20A. EDTA antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmis Cipura kaninda PAS pozitif reaksiyon
veren hiicreler. gl: Granulosit tip 1; g2 graniilosit tip 2. PAS Boyama Metodu.
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Resim 20B. EDTA antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Cipura kaninda PAS pozitif reaksiyon
veren hiicreler. g1: Graniilosit tip 1, g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.

EDTA antikoagulan kullanilan frotiler PAS metodu ile boyandiginda 6zellikle
graniilosit tip 1 hiicrelerinin etkilendigi dikkati ¢ekti. Cipura kaninda PAS boyama reksiyonu
icin heparin antikoagulan kullanildiginda, EDTA kullanimina gére ¢ok daha iyi sonug alindigi
goriildli. Yine hem aseton hem de metanol tespitte pozitivite gdzlenmekle beraber metanol
tespitin (Resim 21A, B) aseton tespite gore (Resim 22) bir miktar daha iyi sonug¢ verdigi

gozlendi.

Heparin antikoagulan kullaniminda da boyama sonuglar1 incelendiginde; iri,
yuvarlagimst veya oval sekilli olup, yine yuvarlagimsi oval ¢ekirdeklere sahip hiicreler
grantilosit tip 1, daha kiiclik olup yine oval veya loplu cekirdeklere sahip hiicreler ise

graniilosit tip 2 olarak kaydedildi.

Iri graniilosit tip 1 hiicrelerinin eozinofil olduklar diisiiniildii. Graniilosit tip 2
hiicrelerin ¢ogunlukla ndtrofil 16kosit olmak {izere, kiiciik boy eozinofil veya bazofil

16kositlerin de olabilecegi kanisina varildi.
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Resim 21A. Heparin antikoagulan kullanilmis metanol ile tespit edilmis Cipura kaninda PAS pozitif reaksiyon
veren hiicreler. g1: Granulosit tip 1. L: Lenfosit PAS Boyama Metodu.
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Resim 21B. Heparin antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmis Cipura kaninda PAS pozitif reaksiyon
veren hiicreler. g2: Granulosit tip 2. PAS Boyama Metodu.
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Resim 22. Heparin antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Cipura kaninda PAS pozitif reaksiyon

veren hiicreler. gl: Granulosit tip 1, g2: Graniilosit tip 2. PAS Boyama Metodu.

4.2.3. SB Boyama Metodu

Hem EDTA (Resim 23A, B) hem de heparin (Resim 24A, B) ile tespit edilen Cipura
kanlarindan hazirlanmis ve formol buharinda tespit edilmis frotilerde SB boyasi ile pozitif
reaksiyon gosteren graniilositler tespit edildi. Graniillerin yuvarlak ve ¢cubuk seklinde oldugu
dikkati ¢ekti. Hiicre biiyiikliikleri ve graniil miktarlarimin farkl olabildigi gézlendi. Frotiler
incelendiginde iri, yuvarlagimsi veya oval sekilli olup, yine yuvarlagims: oval ¢ekirdeklere
sahip hiicrelere rastlandi ve bu hiicreler graniilosit tip 1 olarak degerlendirildi. Bu hiicrelerin
eozinofil 16kosit oldugu diisiiniildii. Daha kii¢iik olup yine oval veya loplu ¢ekirdeklere sahip
hiicreler ise graniilosit tip 2 olarak kaydedildi. . Graniilosit tip 2 hiicrelerin ¢ogunlukla nétrofil

16kosit olmak iizere, kiigiik boy eozinofil veya bazofil 16kositlerin de olabilecegi diisiiniildii.

Cipura kan frotilerinde SB boyama igin heparin ve EDTA antikoagulan
karsilagtinldiginda onemli bir fark olmadigi, SB pozitif graniillerin Cipura’da
antikoagulandan etkilenmedigi kaydedildi.
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Resim 23A. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler. g1: Granulosit
tip 1. SB Boyama Metodu.
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Resim 23B. EDTA antikoagulan kullanilmis Cipura kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler. g2: Granulosit
tip 2. SB Boyama Metodu.
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Resim 24A. Heparin antikoagulan kullanilmis Cipura kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.
g1: Granulosit tip 1. SB Boyama Metodu.
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Resim 24B. Heparin antikoagulan kullanilmis Cipura kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.
g2: Granulosit tip 2. SB Boyama Metodu.
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4.2.4. TB Boyama Metodu

EDTA ve heparin kullanilan kan frotilerine metanol tespitinden sonra toluidine blue pH
4 boyama metodu uygulandiginda, tiim hiicrelerin ¢ekirdeklerinin ve sitoplazmasi bazofilik
olan hiicrelerin sitoplazmasinin boyandigi goriildii. Bazofil 16kosit olarak belirlenebilecek
mavi mor graniilli hiicreler arandi. Az sayida sitoplazmasi agik mavi, ince graniilleri
ortokromatik (mavi) boyanan hiicreler tespit edildi. Bu hiicrelerin bazofil 16kosit olduklari
diisintildi. Cipura kan frotilerinde TB boyama icin EDTA ve heparin (Resim 25)

antikoagulan karsilastirildiginda 6nemli bir fark olmadigi gozlendi.
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Resim 25. Cipura kaninda TB pozitif reaksiyon veren bazofil 1o6kositlerin goriiniimii. eb: EDTA antikoagulan
kullanilmig kan frotilerinde bazofil I6kositler, hb: Heparin antikoagulan kullanilmis kan frotilerinde bazofil
16kositler. TB pH4 Boyama Metodu.

4.2.5. MGG Boyama Metodu

Heparin ve EDTA kullanilan kan frotilerine metanol tespitinden sonra May-Griinwald

Giemsa boyama metodu uygulandi. Her iki antikoagulan kullaniminda da sonug¢ alinmis
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olmasma ragmen heparin kullanilan frotilerde 6zellikle eozinofiller olmak {iizere, biitiin
hiicrelerin daha iyi boyandigi dikkati ¢ekti.

Eritrositler oval sekilli olup, pembe sitoplazmali ve hiicrenin merkezinde oval ¢ekirdekli
olmak iizere, klasik goriiniimde gozlendi. Sitoplazmasi olgun eritrositlerden daha agik renkte
olmak iizere, immatiir eritrositlere (rubrisit) de rastlandi. immatiir eritrositlerin sekillerinin
yuvarlagimsi oldugu gozlendi (Resim 26A, B).

Cipura’da agraniilositlerden lenfositlerin (Resim 26A, B) sekil olarak yuvarlak olup,
¢cok az olan sitoplazmalarinin bazofilik oldugu gozlendi. Kiiciik ve biiyiik lenfositlerin

bulundugu, sitoplazmik ¢ikinti benzeri olusumlara sahip olabildigi dikkati ¢gekti.
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Resim 26A. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. E: Eritrosit,
L: Lenfosit. R: Rubrisit. MGG Boyama Metodu.
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Resim 26B. Heparin antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda kan hiicrelerinin goriinimii. E: Eritrosit,
R: Rubrisit, L: Lenfosit. MGG Boyama Metodu.

Cipura kaninda monosit lokositler iki farkli sekilde gézlendi. Bobrek seklinde ¢ekirdege
ve az miktarda bazofilik sitoplazmaya sahip monositler disinda, boyutlar1 biraz daha biiyiik
olan, koyu mavi sitoplazma, oval veya boébrek sekilli g¢ekirdege sahip, sitoplazmasinda
vakuolleri olan monosit 16kositler de gozlendi (Resim 27). Antikoagulan kullanimi Cipura’da

monosit goriinimiinii degistirmedi (Resim 27).
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Resim 27. Cipura kaninda monositlerin goriiniimii. A-B: EDTA antikoagulanl kanlarda monositler. M: Monosit.
C-D-E: Heparin antikoagulanli kanlarda monositler. M: Monosit. MGG Boyama Metodu.

Cipura kaninda MGG boyamada, graniilosit 16kositlerden eozinofil, notrofil ve heterofil
16kosit gozlenmekle beraber bazofil 16kosite rastlanmadi.

Eozinofiller, hem EDTA (Resim 28A) hem de heparin (Resim 28B) kullanilmig
frotilerde yuvarlagimsi oval c¢ekirdekleri ve asidofilik grantilleriyle gozlendiler. Bazen
olduk¢a kiigiik eozinofillere de rastlandi. Bununla birlikte EDTA antikoagulanin Cipura

kaninda eozinofillerin lizisine neden oldugu tespit edildi (Resim 28A).
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Resim 28A. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. e: Eozinofil,

Oklar: Hemoliz olmus eozinofiller, R: Rubrisit. MGG Boyama Metodu.

Resim 28B. Heparin antikoagulan kullanilmis Cipura kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. e: Eozinofil,
n: Notrofil, h: Heterofil, T: Trombosit, R: Rubrisit. MGG Boyama Metodu.
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Cipura’da graniilositlerden nétrofillerin bazofilik sitoplazmaya, cogunlukla loplu bazen
de yuvarlagimsi1 oval ¢ekirdege sahip olmakla birlikte, graniillerinin sitoplazmalarinda
gortilemedigi tespit edildi (Resim 29A, B). Graniilleri asidik veya bazik olarak
goriilmediginden, bu hiicreler ndtrofil olarak isimlendirildi. Ayrica yine loplu ¢ekirdege sahip
notrofil boyutlarindaki bazi hiicreler, mavi sitoplazmalarinda ¢ok az da olsa asidofilik
goriinim de igerdiklerinden, heterofil olarak kaydedildi (Resim 29A, B). Antikoagulan
farkinin nétrofil veya heterofilleri etkilemedigi gorildii.

Cipura’da trombositlerin mekik seklinde olup, yuvarlagimst oval ve hiicrenin sekline
uygun ¢ekirdeklerinin oldugu, ¢cok az mavimsi sitoplazmaya sahip olduklar1 goriildii (Resim

30). Trombosit boyanmasinda antikoagulan kullanimi fark yaratmad.

3 .. o‘ l ‘"C

be .\‘X ‘”.'O' 0_.
‘” ". h
¢

- . e g .
> " .t
b “ n ‘_'_‘ 10um‘
10um 9 @10 um ) '10|.|m. 10um ¢ @
. @ - !

Resim 29A. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. e: Eozinofil,
n: Notrofil, x: Oncii hiicre h: Heterofil, ok: Heterofilde asidofilik kisim. MGG Boyama Metodu.
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Resim 29B. Heparin antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda kan hiicrelerinin goriiniimii. n: Notrofil,

h: Heterofil, oklar: Heterofilde asidofilik kisitm. MGG Boyama Metodu.
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Resim 30. EDTA ve heparin antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda trombositlerin gériiniimii. eT: EDTA
antikoagulanl kanda trombosit, hT: Heparin antikoagulanh kanda trombosit. MGG Boyama Metodu
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4.2.6. ANAE PH 5.8 Boyama Metodu

Heparinize Cipura kanlarina ANAE boyama metodu uygulandiginda, graniilosit,

lenfosit ve monosit l6kositlerin pozitif reaksiyon verdigi goézlendi. Bazi lenfositlerin ve

trombositlerin reaksiyon vermedigi dikkati ¢ekti (Resim 31A, B).
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Resim 31A. Heparinize Cipura kan1 frotilerinde ANAE pozitif hiicrelerin goriiniimii. L: ANAE pozitif
lenfosit, g: Graniilosit, Ok: ANAE negatif lenfosit. ANAE pH 5.8 Boyama Metodu.

69



5 um
5 um | e |

Resim 31B. Heparinize Cipura kani frotilerinde ANAE pozitif hiicrelerin goriiniimii. M: Monosit, T:
Trombosit g: Graniilosit, Ok: ANAE negatif lenfosit. ANAE pH 5.8 Boyama Metodu.

4.2.7. MGP Boyama Metodu

Carnoy tespiti sonrast frotilere MGP boyama metodu uygulandiginda ¢ok az sayida
MGP pozitif hiicre gozlendi. Bu hiicrelerin farkli biiytikliiklerde hiicreler oldugu,
graniilositlerin morfolojisine benzer goriintii verdikleri dikkati cekti (Resim 32A, B).
Eksentrik niikleuslu olanlarin plazma hiicresi, parcali g¢ekirdekli olanlarin ise immatiir
graniilositler olabilecegi diisiiniildii. =~ Heparin kullanilmis kanlarin frotilerinde pozitif
hiicrelere daha kolay rastlandig1 dikkat cekmekle beraber, heparin ve EDTA kullanilmis kan
frotileri arasinda bulgularda farklilik dikkati gekmedi.
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Resim 32A. EDTA antikoagulan kullanilmig Cipura kaninda, MGP pozitif hiicrelerin gériiniimii. p: MGP pozitif
hiicreler. MGP Boyama Metodu.
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Resim 32B. Heparinize Cipura kani frotilerinde, MGP pozitif hiicrelerin goriiniimii. p: MGP pozitif hiicreler.
MGP Boyama Metodu.
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4.3. Gokkusag1 Alabah@ Kam

4.3.1. CR Boyama Metodu

Gokkusagi alabaligi kaninda eozinofil 16kosit varligini arastirmak amaciyla EDTA ve
heparin antikoagulan kullanilan frotilere CR uygulandiginda, eozinofiller CR pozitif olarak
tespit edildi (Resim 33A, B). Eozinofillerin graniillerinin CR ile turuncu renkte, ince graniiler
tarzda boyandigi gozlendi. Sitoplazmanin heparin kullanilan frotilerde biraz daha belirgin
olmak tizere bazofilik oldugu, ¢ekirdeklerin yuvarlagimsi oval veya loplu oldugu goézlendi.
Gokkusagr alabaliginda antikoagulan farkinin  eozinofillerin  graniillerinin CR ile

boyanmasinda farklilik olusturmadig: goriildii.
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Resim 33A. EDTA antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda eozinofillerin gériiniimii. e: Eozinofil,
L: Lenfosit, T: Trombosit. CR Boyama Metodu.
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Resim 33B. Heparin antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda eozinofillerin gériiniimii. e:
Eozinofil. T: Trombosit. CR Boyama Metodu.

4.3.2. PAS Boyama Metodu

EDTA antikoagulan kullanilmis frotilerin metanol (Resim 34A) veya aseton (Resim
34B) ile tespiti sonucunda uygulanan PAS boyama metodunun benzer sonug verdigi goriildii.
Boyama sonuglar1 incelendiginde, pozitivitenin zayif oldugu goézlendi. Pozitif hiicrelerin
cekirdekleri loplu oldugu icin graniilosit olarak kaydedildi. Ayrica trombositlerin ¢ok az
pozitivite gosterdikleri dikkati ¢ekti.

Heparin antikoagulan kullanilmis frotilerin de metanol (Resim 35A) veya aseton (Resim
35B) ile tespiti sonucunda uygulanan PAS boyama metodunun, EDTA antikoagulan

kullanimiyla benzer sonug verdigi goriildii.
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Resim 34A. EDTA antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmis Gokkusag1 alabaligi kaninda PAS

pozitif reaksiyon veren hiicreler. g: Granulosit T: Trombosit. PAS Boyama Metodu.
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Resim 34B. EDTA antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Gokkusag1 alabaligi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g: Graniilosit, T: Trombosit. PAS Boyama Metodu.
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Resim 35A. Heparin antikoagulan kullanilmig metanol ile tespit edilmis Gokkusagi alabaligi kaninda PAS
pozitif reaksiyon veren hiicreler. g: Granulosit. PAS Boyama Metodu.
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Resim 35B. Heparin antikoagulan kullanilmis aseton ile tespit edilmis Gokkusagi alabaligi kaninda PAS pozitif

reaksiyon veren hiicreler. g: Graniilosit, T: Trombosit. PAS Boyama Metodu.
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4.3.3. SB Boyama Metodu

EDTA veya heparin antikoagulan kullanilmis Gokkusagi alabaligi kanlarina, SB
boyama metodu uygulandiginda, pozitivite veren hiicrelerde farklilik gozlenmedi (Resim
36A, B). SB pozitif hiicrelerin graniillerinin yuvarlak ve cubuk sekilli oldugu gorildii.
Boyutlar1 daha biiyiik ve ¢ekirdekleri daha iri olan hiicreler grantilosit tip 1 olarak kaydedildi
(Resim 36A, B). Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yuvarlagimsi oval veya loplu oldugu izlendi.
Daha kii¢iik boyuttaki olan ve loplu ¢ekirdegi olan hiicreler graniilosit tip 2 olarak belirlendi
(Resim 36A, B).

10 pm 10 ym 10 um 10 ym 10 pm

Resim 36A. EDTA antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.
g1: Granulosit tip 1, g2: Graniilosit tip 2. SB Boyama Metodu.
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Resim 36B. Heparin antikoagulan kullanilmis Gokkusagi alabaligi kaninda SB pozitif reaksiyon veren hiicreler.
g1: Granulosit tip g2: Granulosit tip 2. SB Boyama Metodu.

4.3.4. TB Boyama Metodu

Toluidine blue pH 4 boyama metodu uygulandiginda (Resim 37), tiim hiicrelerin
cekirdeklerinin ve sitoplazmasi bazofilik olan hiicrelerin sitoplazmasinin boyandig1 goriildii.
Bazofil olarak belirlenebilecek metakromazi gosteren hiicreler arandi. Az sayida sitoplazmasi
acik mavi, graniilleri ortokromatik boyanan hiicrelere rastlandi. Bu hiicreler, bazofil olarak
kaydedildiler (Resim 37). Gokkusagi alabaligi kan frotilerinde TB boyama i¢in EDTA ve
heparin antikoagulan karsilastirildiginda 6nemli bir fark olmadigi gézlendi.
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Resim 37. Gokkusagi alabaligi kaninda TB pozitif reaksiyon veren bazofil 16kositlerin goriiniimii. A: EDTA
antikoagulan kullanilms frotide bazofil 16kositin goriiniimii. eb: TB pozitif graniillii hiicre. B: Heparin
antikoagulan kullanilmis frotide bazofil 16kositin goriiniimi. hb: TB pozitif graniillii hiicre. TB pH4 Boyama
Metodu.

4.3.5. MGG Boyama Metodu

Heparin ve EDTA kullanilan kan frotilerine metanol tespitinden sonra May-Griinwald
Giemsa boyama metodu uygulandi. Her iki antikoagulan kullannminda da sonug¢ alinmis
olmasina ragmen, eozinofillerin ancak heparin kullanilan frotilerde tam goriintii verdigi
dikkati gekti.

Eritrositler oval sekilli olup, pembe sitoplazmali ve hiicrenin merkezinde oval ¢ekirdekli
olmak tizere, klasik goriiniimde gozlendi. Sitoplazmasi olgun eritrositlerden daha agik renkte
olmak iizere, immatiir eritrositlere (rubrisit) de rastlandi. Immatiir eritrositlerin sekillerinin

oval veya yuvarlagimsi oldugu gozlendi (Resim 38A, B).
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Resim 38A. EDTA antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin goriiniimii. E:
Eritrosit, R: Rubrisit, L: Lenfosit, M: Monosit. MGG Boyama Metodu.
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Resim 38B. Heparin antikoagulan kullanilmis Gokkusag alabaligi kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii. E:

Eritrosit, R. Rubrisit, L: Lenfosit, T: Trombosit. MGG Boyama Metodu.
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Gokkusag1 alabaliginda agraniilositlerden lenfositlerin (Resim 38A, B) sekil olarak
yuvarlak olup, ¢cok az olan stoplazmalarimin bazofilik oldugu goézlendi. Kiigliik ve biiylik
lenfositlerin bulundugu goriildii.

Gokkusagi alabaligi kaninda monosit l6kositler iki farkli sekilde gozlendi. Bobrek
seklinde ¢ekirdege ve az miktarda bazofilik sitoplazmaya sahip monositler disinda, boyutlar
biraz daha biiyiikk olan, koyu mavi sitoplazma, oval veya bobrek sekilli ¢ekirdege sahip,

sitoplazmasinda vakuolleri olan monositler de gozlendi (Resim 38A, Resim 39).

Resim 39. Heparin antikoagulan kullanilmis Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii.
R: Rubrisit, L: Lenfosit, M: Monosit, T: Trombosit, B: Bazofil. MGG Boyama Metodu.

Gokkusagr alabaliginda graniilositlerden nétrofillerin, hafif bazofilik sitoplazmaya,
cogunlukla loplu bazen de at nali seklinde bir ¢ekirdege sahip olduklari, bununla birlikte
sitoplazmalarinda graniillerinin goriillemedigi tespit edildi (Resim 40A, B). Graniilleri asidik
veya bazik olarak goriilmediginden, bu hiicreler nétrofil olarak isimlendirildi.

Gokkusagi alabaligl kaninda nétrofillerin yaninda, grantilosit 16kositlerden eozinofiller

de gozlendi (Resim 41A, B).
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Resim 40A. EDTA antikoagulan kullanilmis Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin goriiniimii. E:
Eritrosit, R: Rubrisit, L: Lenfosit, n: Notrofil, T: Trombosit. MGG Boyama Metodu.
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Resim 40B. Heparin antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin gériiniimi. n:

Notrofil. MGG Boyama Metodu.
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Resim 41A. EDTA antikoagulan kullanilmis Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin goriniimii.
e: Eozinofil, n: No6trofil, R: Rubrisit, L: Lenfosit, B: Bazofil. MGG Boyama Metodu.
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Resim 41B. Heparin antikoagulan kullanilmig Gokkusagi alabaligi kaninda kan hiicrelerinin gériiniimii.

e: Eozinofil. MGG Boyama Metodu.
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Gokkusagi alabaliginda, EDTA antikoagulan kullanilmis kanlarda eozinofillere ¢ok az
rastland1 ve goriilenlerin de lize oldugu dikkati ¢ekti (Resim 41A). Heparin antikoagulan
kullanilan kanlarda eozinofil graniilositler bazofilik sitoplazma iginde asidofilik graniilleri ile

ayirt edildiler. Cekirdeklerinin yasst oval veya loplu oldugu gozlendi (Resim 41B).

Gokkusagr alabaliginda bazofil graniilositlere hem heparinli (Resim 39) hem de
EDTA’l1 frotilerde (Resim 41A) rastlandi.

Gokkusag1 alabaliginda trombositlerin mekik seklinde olup, yuvarlagimsi oval ve
hiicrenin sekline uygun ¢ekirdeklerinin oldugu, ¢ok az mavimsi sitoplazmaya sahip olduklari
goriildii (Resim 38B, Resim 40A). Trombosit boyanmasinda antikoagulan kullanimi fark

yaratmadi.
4.3.6. ANAE PH 5.8 Boyama Metodu

Heparinize Gokkusagi alabaligr kanlarina ANAE boyama metodu uygulandiginda,
baz1 graniilositlerin (Resim 42A), monositlerin ve baz1 lenfositlerin pozitif reaksiyon verdigi
gozlendi (Resim 42B, C). Bazi lenfositlerin (Resim 42B) ve trombositlerin ise reaksiyon
vermedigi dikkati cekti. ANAE pozitif graniilositlerin (gl) c¢ekirdek morfolojileri ve

graniillerinin biiyiikliigli eozinofil olabileceklerini diistindiirdii.
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Resim 42A. Gokkusagi alabaligi kaninda heparinize frotilerde ANAE pozitif hiicrelerin gériiniimil. gl:
ANAE pozitif graniilosit, g2: ANAE negatif graniilosit. ANAE pH 5.8 Boyama Metodu.
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Resim 42B. Gokkusagi alabalig1 heparinize frotilerde ANAE pozitif hiicrelerin goriiniimii. M: Monosit,
L: ANAE pozitif lenfosit, g2: ANAE negatif graniilosit, Ok: ANAE negatif lenfosit. ANAE pH 5.8 Boyama
Metodu.
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Resim 42C. Gokkusagi alabaligi Heparinize frotilerde ANAE pozitif hiicrelerin goriniimii. L. ANAE
pozitif lenfosit. ANAE pH 5.8 Boyama Metodu.
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4.3.7. MGP Boyama Metodu

Carnoy tespiti sonrast frotilere MGP boyama metodu uygulandiginda ¢ok az sayida
MGP pozitif hiicre gozlendi. Bu hiicrelerin farkli biiytlikliiklerde hiicreler oldugu,
graniilositlerin morfolojisine benzer goriintli verdikleri dikkati ¢ekti (Resim 43 A, B). EDTA
kullanilmis kan frotilerinde bazi trombositlerde de pozitiviteye rastlandi (Resim 43A).
Heparinize kan frotilerinde trombosit pozitivitesine rastlanmadi. Trombosit disindaki

hiicrelerin plazma hiicresi veya immatiir graniilosit olabilecekleri diistintildii.
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Resim 43A. Gokkusagi alabaliginda EDTA antikoagulanli kanlarda, MGP pozitif hiicrelerin goriiniimii.
ep: MGP pozitif hiicreler. MGP Boyama Metodu.
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Resim 43B. Gokkusagi alabaliginda heparin antikoagulanli kanlarda, MGP pozitif hiicrelerin gorinimii.

hp: MGP pozitif hiicreler. MGP Boyama Metodu.
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5. TARTISMA

Balik hematolojisinde balik kanma uygulanan terminoloji, memeli hematolojisinden
almmistir (Ellis, 1977). Balik kan hiicreleri iizerine yapilan her bir ¢alisma, baliklarda kan
hiicrelerinin siniflandirma semasinin olusturulmasina yardime1 olmaktadir (Zinkl ve digerleri,
1991). Sunulan g¢alisma, hepsi karnivor olan, tuzlu su baliklarindan Deniz levregi ve Cipura
ile tath su baligi Gokkusagr alabaliginda, perifer kan hiicrelerinin morfolojileri ve

sitokimyasal 6zelliklerinin incelendigi, tanimlayici bir aragtirmadir.

Sunulan caligmada her {i¢ balik tiirlinde de eritrosit, rubrisit, lenfosit, monosit ve

trombosit ayirimi, kuslar ve memelilere benzer yonleriyle, ger¢eklestirilmistir.

Balik kaninda, en yaygin goriinen hiicre tipi, ¢ekirdekli olan eritrositlerdir. Baliklardaki
eritrositler genellikle, oval sekilli olup; ¢ekirdekleri ise, oval-yuvarlak sekilli olarak gozlenir
(Kapoor ve Khanna, 2004). Sunulan c¢alismada her ii¢ balikta da eritrositler benzer sekilde
pembe sitoplazmali ve hiicrenin merkezinde oval ¢ekirdekli olmak iizere, klasik goriiniimde
gozlenmistir. Esteban ve digerleri (2000) Deniz levreginde eritrositleri benzer sekilde
tanimlamistir.  Sitoplazmasi olgun eritrositlerden daha acik renkte olmak iizere, immatiir
eritrositlere de rastlanmis, immatiir eritrositlerin sekillerinin yuvarlagims: oldugu dikkati
cekmigtir. A. nobilis, A. ocellatus, H. malabaricus ve A. Bimaculatus baliklar iizerine yapilan
bir ¢aligsmada; brilliant cresyl blue (BCB) veya metilen blue ile boyandiklarinda sitoplazmada,
olgunlagsmamis hiicrelerin 6zelliklerine sahip kii¢iik koyu yapilar ve kalint1t RNA'ya esdeger
graniiler materyal gosteren eritrositler, retikiilositler olarak adlandirilmistir (Fijan, 2002a).
Benzer bulgular Ictalurus punctatus (Fijan, 2002a) ve Tilapia redalli (Tavares-Dias ve
Moraes, 2004) balik tiirleri icin de gosterilmistir. Aristichthys nobilis, A. ocellatus, H.
malabaricus ve A. bimaculatus, olgunlasma evreleriyle dogru orantili olarak olgunlagsmamis
eritrositlerden daha fazla sayida olgun eritrosit i¢erdiginden, bu oranlar eritropoietik aktivite
degisikligi gostergeleri olarak kullanilabilir (Fijan, 2002b). Baliklarda eritropoez; anemi,
sicaklik, mevsimler ve kanamadan etkilenebildiginden, dolasimdaki retikiilosit sayis1 bu
faktorlerle degisebilmektedir. Retikiilosit sayisi, anemik siiregler, sicaklik ve oksijen varlig
gibi ¢evresel faktorler tarafindan degisebilen, eskisinin yerine yenisinin olusturuldugu bir

yanitin gostergesi olabilir (Lecklin ve Nikinmaa, 1998; Fijan, 2002Db).

87



Balik kan hiicrelerinde en dikkate deger farkliliklardan biri, trombositlerin ¢ekirdekli
olup, boyut olarak da kuslarda oldugundan biiyiik olmasidir (Ellis, 1977; Rowley ve digerleri,
1988; Hine, 1992). Trombosit sitoplazmasi, Romanowsky tipi boyalarla zayif sekilde
boyandiginda bazi balik tiirlerinde, trombositleri kiiclik lenfositlerden ayirt etmek zordur
(Ellis, 1977; Zinkl ve digerleri, 1991; Thomas ve digerleri, 1999; Tierney ve digerleri, 2004).
Japon Balig1 ve Beyaz Mersin Baligi'nda trombositler, oval iken Kanal Yayin Baligi, Cizgili
Levrek, Gokkusagi alabaligi ve Koho Samonu'nda trombositler, uzun-ince ig seklinde
gozlenmistir, yine bu tiirlerde az miktarda oval sekilli de olabilen trombositlerin de bulundugu
goriiliir. Lenfositler, oval sekilli olan trombositlerden, sitoplazmik karakterleri farklilig: ile
ayrilirlar. Say1 olarak daha fazla bulunan lenfositler, hafif bazofilik boyanan sitoplazmaya
sahiptir; trombositler ise daha az bulunur ve berrak bir sitoplazmaya sahiptir. Lenfositler,
trombositlere gore daha biiyilk ve az yogun bir ¢ekirdege sahiptir. Biitlin bu karakter
farkliliklarina ragmen, yine de balik kaninda lenfosit ve trombosit ayrimi1 yapabilmek bazen
zordur (Zinkl ve digerler, 1991). Sunulan ¢alismada MGG boyama metodu ile boyanan
frotiler incelendiginde, her ii¢ balik tiirinde de eritrosit, rubrisit, lenfosit, monosit ve

trombosit ayiriminda sorun yasanmamustir.

Yapilan arastirmada, klasik MGG boyamasinda graniilositlerin ayiriminda sorun
yasandig1 icin, Once sitokimyasal bulgularin belirlenip morfolojik ozelliklerle biraraya
getirilmesine karar verilmistir. Graniilositlerin sitokimyasal 6zellikleri ortaya konduktan sonra

May-Griinwald Giemsa boyama sonuglar1 incelenmistir.

5.1. CR Boyama Metodu

Yapilan ¢alismada Deniz levregi ile Gokkusagi alabaligi kaninda eozinofil graniilositler,
hafif bazofilik sitoplazmalar1 ve CR pozitif, ince tarzda graniilleriyle tespit edilmistir.
Cipurada ise eozinofillerin ¢ok hafif bazofilik bir sitoplazmaya sahip olduklar1 fakat diger
baliklardan farkli olarak graniillerinin daha yogun ve biraz daha iri oldugu farkedilmistir.
Eozinofillerin biiytlikliiklerinin farklt oldugu, oldukg¢a kiigiik eozinofillerin de bulundugu
dikkati ¢ekmistir. Deniz levregi ve Gokkusagi alabaligi kaninda eozinofil graniilositler
antikoagulan farkindan etkilenmezken Cipurada EDTA kullanimi lizise neden olmustur.

Yapilan literatiir taramasinda hicbir balik tiirlinde kanda CR boyama metoduna
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rastlanmamistir. Sunulan ¢alismada ilk kez baliklarda eozinofillerin demonstrasyonu i¢in CR

kullanilmis ve sonuca ulasilmustir.

Meseguer ve digerleri (1990) levrek 6n bobreginde asidofilik graniillii hiicrelerin
bulundugunu bildirmiglerdir. Bu bulgu ¢alismanin Deniz levregi CR bulgularini destekler
niteliktedir.

5.2. PAS Boyama Metodu

Sunulan ¢alismada, Deniz levregi kaninda PAS pozitivitesi veren yani glikojen veya
notral mukosubstans igeren, graniilosit 1 ve graniilosit 2 olmak {izere iki tip hiicre
kaydedilmistir. Farkli antikoagulan kullanim1 PAS pozitivitesini etkilememekle beraber, PAS
boyamada kullanilan tespit sivilar1 sonug iizerine etkili olmustur. Deniz levreginde 6zellikle
heparin kullanildiginda PAS boyamada aseton tespit, metanol tespite gore daha iyi sonug
vermistir. EDTA kullaniladiginda da aseton tespit metanolden daha once tercih edilebilir
(Tablo 1). Zinkl ve digerleri (1991) ¢izgili levrekte nétrofillerin PAS pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Esteban ve digerleri (2000) elektron mikroskobik olarak asidofillerde glikojen
birikimlerinden bahsetmislerdir. Meseguer ve digerleri (1990) levrek 6n bdbreginde olgun
heterofiller, asidofilik promyolositlerde B-glikojen partikiillerinin varligin1 kaydetmigler fakat
bazofilik hiicrelerde glikojen partikiillerinin varligin1 bildirmemislerdir. Do Vale ve digerleri
(2002) levrek nétrofillerinin glkojen igerdigini tespit etmislerdir. Sunulan ¢alismada Deniz
levreginde tespit edilen PAS pozitif graniilosit 1’lerin eozinofil, graniilosit 2’lerin ise biiylik
cogunlugunun notrofil graniilosit olduklari ileri siiriilebilir. Her iki hiicre tipinin de glikojen

ve diger ndtral mukosubstanslari i¢erdigi sdylenebilir.

Cipura kaninda PAS boyama metodu sonucunda, hiicrelerin boyutlar1 ve c¢ekirdek
ozellikleri g6z Oniine alinarak graniilosit tip 1 ve 2 olmak {izere iki ¢esit hiicrenin pozitivite
verdigi belirlenmistir. Heparin antikoagulan EDTA antikoagulana gore PAS boyamada daha
iyi sonu¢ vermistir. EDTA kullaniminda 6zellikle graniilosit tip 1 lerin olumsuz etkilendigi
gozlenmistir. Cipura kani PAS boyama metoduyla boyandiginda, tespit sivisi olarak

metanoliin asetondan daha 1yi sonug verdigi gézlenmistir.

Yapilan literatiir taramasinda, Cipura kaninda PAS pozitif graniilosit oldugunu gosteren
herhangi bir kaynaga rastlanamamistir. Sunulan calismada iri graniilosit tip 1 hiicrelerinin

eozinofil olduklart diisiiniildii. Graniilosit tip 2 hiicrelerin ¢ogunlukla nétrofil 16kosit olmak
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lizere, kii¢iik boy eozinofil veya bazofil 16kositlerin de olabilecegi kanisina varildi. Estensoro
ve digerleri (2014) Bouin’s soliisyonu ile tespit ettikleri Cipura barsak dokusunda PAS pozitif
grantilositleri gorememislerdir. Zuasti ve Ferrer (1989) yaptiklar1 c¢alismada Cipura’da
trombositlerin glikojen icerdigini bildirmislerdir. Sunulan ¢aligmada ise trombositlerde PAS

pozitivitesine gdzlenmemistir.

Sunulan calismada heparin veya EDTA kullanilan Gokkusagi alabaligi kanlarindan
hazirlanan frotilere, aseton veya metanol tespiti uygulandiktan sonra yapilan PAS boyama
metodu sonucunda, zayif olsa da graniilosit ve trombositlerin pozitivite gosterdigi tespit
edilmistir. Nitekim Afonso ve digerleri (1998) Gokkusagi alabaliginda, peritoneal
eksudatinda nétrofillerde elektron mikroskopik diizeyde glikojen partikiillerini gozlemislerdir.
Ayrica yine Gokkusagi alabaliginda (eski yayinlardaki adiyla, Salmo gairdneri), nétrofil ve
trombositlerin fagositoz yaptigi da bildirilmistir (Suzuki, 1984). Bununla birlikte, yapilan
literatlir taramasinda, Gokkusagi alabaligi kaninda PAS pozitif graniilosit oldugunu gosteren

herhangi bir kaynaga rastlanamamugtir.

Sitoplazmik PAS pozitif graniiller, Pisi baligi ve Kalkan balig1 gibi bir¢ok baligin
notrofil benzeri graniilositlerinde kaydedilmistir (Ellis, 1976; Burrows ve digerleri, 2001).
PAS pozitifligi, glikojen gibi polisakkaritlerin varligi, kalkan trombositlerinin sitoplazmasi
boyunca gosterilmistir (Burrows ve digerleri, 2001). Tavares-Dias (2006a) tatlisu
baliklarindan Astronotus ocellatus’da ezinofillerin PAS pozitif olup, glikojen icerdigini ileri

stirmiislerdir.

Balik kan hiicrelerine PAS metodu uygulanacaginda alternatif antikoagulan ve tespit
stvist denemesi yapilmasi dogru sonuca gotlirecektir. Sunulan ¢alismada genel anlamda
graniilositlerde PAS pozitivitesi gozlenmistir, ©6zel glikojen boyamasi veya PAS
pozitivitesinin diastaz kontrolii yapilmamistir. Sonraki caligmalarda glikojen varligi, enzim

sindirimi ile kesinlestirilmelidir.

Yapilan literatlir taramasinda balik kan hiicrelerinde antikoagulan farkinin PAS

pozitivitesine etkisini sorgulayan herhangibir kaynaga rastlanamamastir.
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5.3. SB Boyama Metodu

Yapilan literatiir taramasinda, Deniz levregi ve Cipura kaninda SB boyama verilerine
rastlanamamistir. Sunulan ¢alismada elde edilen SB pozitivitesi bulgular1 bu baliklar i¢in ilk

bulgulardir.

Deniz levregi kaninda, SB pozitif ¢ubuk seklinde graniilleri olan hiicreler tespit
edilmistir. Bu hiicrelerin fakli biiyiikliikklerde olmasi ve ¢ekirdeklerinin farkliliklar gdstermesi

genel anlamda graniilositlerin pozitivite verdigini diistindiirmiistiir.

Sunulan ¢aligmada Cipura kanina SB boyama metodu uygulandiginda PAS boyama
metodunda oldugu gibi graniilosit 1 ve graniilosit 2 olarak tanimlanan hiicrelerin SB pozitif
olduklar tespit edilmistir. Tip 1 graniilositlerin eozinofil, tip 2 graniilositlerin ¢ogunlukla
notrofil 16kosit olmak tizere, kiicliik boy eozinofil veya bazofil 16kositlerin de olabilecegi

disinildi

Ueda ve digerleri (2001) teleost bir balik olan Oreochromis niloticus’da (Tilapia) hem
eozinofil hem de nétrofillerde SB pozitif fosfolipidleri gostermislerdir. Havixbeck ve digerleri

(2016), bir teleost olan Carassius auratus’da nétrofillerin SB pozitif oldugunu gostermislerdir.

Gokkusagr alabaligi kanina SB boyama metodu uygulandiginda SB pozitif hiicreler
tespit edilmis ve morfolojik Ozelliklerine gore graniilosit 1 ve 2 olarak tanimlanmustir.
Aragtiricilar da (Plytycz ve digerleri, 1989; Sasaki ve digerleri 2002) sunulan bulgulara benzer
sekilde Gokkusag alabaligr 6n bobreginde polimorfniikleer 16kositlerin SB pozitif reksiyon

verdiklerini, monositlerin ise negatif olduklarini bildirmislerdir.

Sunulan ¢aligmada, SB boyama metodu genel anlamda, her {i¢ balikta da graniilositlerin

pozitivite gosterdigini ortaya koymus, antikoagulan farki SB pozitivitesini etkilememistir.

Flerova ve Balabanova (2013) yaptiklart elektron mikroskobik diizeydeki
calismalarinda, cesitli filogenetik gruplardaki kemikli baliklarin nétrofillerindeki spesifik
graniillerin ana formunun, farkl fibril dagilimina sahip uzun bir graniil veya fibriller seklinde
kristaloid i¢eren graniiller oldugunu, eozinofil graniillerinin ise esas olarak biiylik, elektron
yogun, homojen formda oldugunu bildirmislerdir. Isik mikroskobik diizeyde gerceklestirilmis
olan sunulan calismada, SB pozitif hiicrelerin graniillerinin Deniz levreginde cubuk, Cipura

ve Gokkusagr alabaliginda ¢ubuk ve yuvarlak sekilli olduklar1 dikkati gekmistir.

91



Hayhoe (1953) nétrofil ve eozinofillerde sudanofili gosteren graniillerin, ayn1 zamanda
peroksidaz pozitivitesi de gosterdiginden, bunlarin spesifik graniiller oldugunu bildirmistir.

Sunulan ¢alismada peroksidaz aktivitesi incelenmemistir.

SB pozitivitesi muhtemelen graniilositlerde bulunan primer ve sekonder (Spesifik)
graniillerin, olas1 salgi graniillerinin membran yapisinda, mitokondrilerin membranlarinda
bulunan fosfolipid molekiillerinden kaynakli oldugu disiiniilebilir (da Silva ve digerleri,
2011; Rervig ve digerleri, 2013). Ayrica, hem PAS hem de SB boyamada pozitivite gosteren

benzer morfolojideki hiicrelerin glikolipid de icerdigi sdylenebilir.

5.4. TB Boyama Metodu

Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaligi kaninda, toluidin blue pH4 ile tiim
hiicrelerin ¢ekirdeklerinin ve sitoplazmasi bazofilik olan hiicrelerin sitoplazmalarinin
boyandig1 gozlenmistir. Bunlarin arasinda az sayida, bazofil oldugu diisiiniilen, sitoplazmasi
actk mavi olup, ¢cok ince mavi graniillere (ortokromatik graniiller) sahip hiicreler tespit
edilmistir. Metakromazi izlenmemistir. Antikoagulan farki, TB boyanma 6zelligini

etkilememistir.

Meseguer ve digerleri (1990)’nin Deniz levregi 6n bobreginde az miktarda bazofilik
graniillii hiicrelerin bulundugunu bildirmis olmalari, arastirmanin Deniz levreginde perifer

kanda da bazofil varligin1 gésteren bulgusunu desteklemektedir.

Lopez-Ruiz ve digerleri (1992) Cipura’da giemsa boyamada bazofil tespit edememekle

beraber elektron mikroskobik diizeyde bazofili tanimlamiglardir.

Campbell (2004) alt omurgalilarda, bazofil graniillerinin Wright'in boyasi gibi etanolde
¢oziinen boyalarda genellikle zayif boyandigi bildirilmistir. Traves-Dias (2006b) kursun
asetat ile tespit ettigi frotilerde, TB boyama ile 15 tath su teleostundan sadece dordiinde
bazofilleri tespit etmistir. Sadece tilapias, I. punctatus ve L. Macrocephalus bazofillerinin
graniillerinde metakromazi gézlemistir. Suziki (1986), sazan kaninda, bazofillerin astra blue
veya alcian blue ile boyanmadigini, TB pH 3’de metakromazi goriilmedigini, bazofilik
materyalin asir1 seyreltilmis elektrolit soliisyonunda bile kolayca ayrilabildigini tespit etmis
ve bu nedenle memeli bazofillerindeki heparinin aksine, s6z konusu bulgularin, baliklarin asit

muskopolisakkarit molekiiliinde herhangi bir siilfat radikaline sahip olmadigin1 gosterdigini
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ileri stirmiistiir. Sunulan calismada da ortokromatik boyama gergeklestiginden TB pozitif
hiicrelerin stilfath olmayan mukopolisakkarit igerdigi diisiiniilmektedir. Bu baglamda,
baliklarda bazofillerin sitokimyasal olarak gosterilebilmesi icin tespit alternatiflerinin

incelenmesi ve graniil igerigine yonelik ¢aligsmalar yapilmasi gerekmektedir.

5.5. MGG Boyama Metodu

Deniz levregi kaninda MGG boyama metodu i¢in hem heparin hem de EDTA
kullaniminda sonu¢ alinmistir. Eritrositlerin bazilarinin ¢ekirdeklerinin at nali seklinde, burgu
veya loplu oldugu dikkati cekmistir. Cavas ve Ergene-Goziikara (2005) c¢ekirdek
anamolilerinin kimyasal bulagsma ve toksisiteye karsi yanit oldugunu ileri siirmektedirler. Bu

konuda, ayrintili1 deneysel ¢alismalarin artmasi konuya agiklik getirecektir.

Deniz levreginde eritrosit, lenfosit, monosit ve trombositler ayirt edildikten sonra,
geriye kalan hiicrelerin sitoplazmalarinda graniil yapilarmin MGG boyama metoduyla
boyanmadig1 farkedildi. Sunulan calismada bu hiicrelerin sitoplazmalarindaki graniillerin
sitokimyasal olarak varlig1 gosterildigi igin, genel olarak graniilosit olarak isimlendirildiler.
Esteban ve digerleri (2000) elektron mikroskobik olarak graniilositleri, heterofillerin fibriler
bir materyal iceren sitoplazmik graniil tipine sahip olmasiyla gergeklestirebilmislerdir.
Pavlidis ve digerleri (2007) ise yaptiklar1 calismada, Deniz levregi kaninda eozinofil
olmadigini bildirmislerdir. Oysa sunulan g¢alismada Deniz levreginde eozinofiller CR ile
demonstre edilmislerdir. Pavlidis ve digerleri (2007) Deniz levregi notrofillerinin
cekirdeklerini, lenfositlere benzeyen biiyiik c¢ekirdekler oldugunu, sitoplazmalarinin az
oldugunu ileri siirmiistiir. Sunulan ¢alismada ise graniilositlerin ¢ekirdeklerinin oval, at nalh

seklinde veya loplu olabildikleri, loplarin bir digerinin iizerine kivrilabildigi gozlenmistir.

Sunulan ¢alismada, Cipura kani icin MGG boyamada hem EDTA hem de heparin
antikoagulan kullamminda sonu¢ alinmig olmasina ragmen, heparin kullanilan frotilerde
ozellikle eozinofiller olmak {izere, biitiin hiicrelerin daha iyi boyandig1 goriilmiistiir. Cipura
kaninda MGG boyamada, graniilosit I6kositlerden eozinofil, notrofil ve heterofil 16kosit
gbzlenmekle beraber bazofil 16kosite rastlanmamustir. Lopez-Ruiz ve digerleri (1992) heparin
antikoagulan kullandiklar ¢alismalarinda, Cipura’da eozinofillerin yuvarlak veya iki loplu
cekirdekleriyle, yuvarlak hiicreler oldugunu, ag¢ik mavi veya pembe sitoplazmalarinda eozin

ile boyanan graniiller bulundugunu bildirmiglerdir. Sunulan ¢aligmada farkli olarak, EDTA
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antikoagulan kullanildiginda eozinofillerde turgor, lizis gibi istenmeyen durumlar tespit
edilmistir. Cipura kanmi i¢cin MGG boyamada EDTA kullanilmamasi1 gerektigi sonucuna
vartlmistir. Estensoro ve digerleri (2014) Bouin’s soliisyonu ile tespit ettikleri barsak

dokusunda eozinofilleri giemsa boyama metodu ile demonstre etmislerdir.

Sunulan ¢aligmada Cipura kaninda, Lopez-Ruiz ve digerlerinden (1992) farkli olarak,
notrofillere ilaveten heterofiller tanimlanmistir. Milas ve digerleri (2016) calismalarinda,
Cipura’da notrofil ve asidofil graniilositleri belirlemisler ve asidofil hiicreleri ikiye ayirip

eozinofil ve heterofil olarak isimlendirmislerdir.

Sunulan ¢alismada, Gokkusagi alabaligi kani igcin MGG boyamada hem EDTA hem de
heparin antikoagulan kullaniminda sonu¢ alinmis olmasina ragmen, ancak heparin kullanilan
frotilerde eozinofiller tam olarak goézlenebilmistir. Eozinofiller, bazik sitoplazma {izerinde
asidofilik graniilleriyle gozlenmistirr MGG boyamada bazofillere de hem EDTA hem de
heparin antikoagulan kullanilmig frotilerde rastlanmistir. EDTA antikoagulan kullanildiginda
eozinofillerde turgor, lizis gibi istenmeyen durumlar tespit edilmistir. Magbool ve digerleri
(2013) ise Gokkusagi alabaliginda yaptiklar1 ¢alismada, EDTA antikuagulan kullanilan MGG
boyamada eritrositlerde genisleme gozlendigini, 16kositlerde ise, EDTA ve heparinin MGG

boyama metodunda morfolojik bir degisiklige neden olmadigini bildirmislerdir.

S6z konusu bulgulardan farkli olarak, Cretu ve digerleri (2020) Gokkusagi alabaligi
kaninda yapilan MGG boyamada, Nabi ve digerleri (2022) giemsa boyamada, eozinofil veya
bazofile rastlamadiklarini bildirmislerdir. Oysa sunulan c¢alismada, 6zellikle heparinize
kandaki CR pozitif eozinofillerin morfolojileri MGG boyamadaki eozinofil morfolojilerine
benzemektedir.

Barber ve Westermann (1978a), MGG boyama teknigi ile yaymn balig: (catfish) kaninda

eozinofilleri tanimlamislardir.

Zinkl ve digerleri (1991), Wright-Leishman-Giemsa boyama metodu uyguladiklari
Gokkusagr alabaligr kaninda eozinofil bulunmadigini bildirmiglerdir. EDTA veya heparin

kullandiklarini belirtmisler fakat farklilik olusturup olusturmadigindan bahsetmemislerdir.

Gokkusag1 alabaligi graniilositlerden noétrofillerin, hafif bazofilik sitoplazmaya,
cogunlukla loplu bazen de at nali seklinde bir ¢ekirdege sahip olduklari, bununla birlikte
sitoplazmalarinda graniillerinin goriilemedigi tespit edilmistir. Van ve digerleri (2020)

alabalik nétrofillerinin ekstra selliiler tuzaklar olusturdugunu goéstermislerdir. McCarthy ve
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digerleri (1973), Gokkusagi alabaliginin I6kositlerini, lenfositler ve noétrofiller olarak

siniflandirmistir.

MGG boyama metodu sonucunda, her ii¢ balik tiiriinde de eritrosit, rubrisit, lenfosit,
monosit ve trombosit ayirimi memeli ve kanathh hiicrelerine benzer sekilde

gerceklestirilmistir.

5.6. ANAE Boyama Metodu

Scapigliati ve digerleri (1995) Deniz levregi timositlerine kars1 monoklonal antikorlarin
tiretimi ve karakterizasyonu gercgeklestirmislerdir. Sunulan ¢alismada T lenfositler Deniz
levreginde, hem T lenfosit antikoru DLTI15 ile hem de ANAE boyama yontemi ile

belirlenmistir.

Cipura kaninda, ANAE enzimhistokimya metodu ile lenfosit ve graniilositlerde
nonspesifik esterazlar gosterilmistir. Yapilan literatiir taramasinda bu konuda herhangi bir
veriye rastlanamamistir. Bununla birlikte Meseguer ve digerleri (1994), Cipura
eozinofillerinin sitokimyasal incelemelerle, 151k ve elektronmikroskopik diizeyde, asit

fosfataz, alkalin fosfataz ve peroksidaz i¢erdiklerini bildirmislerdir.

Gokkusag alabaligi kanlarina ANAE boyama metodu uygulandiginda, eozinofillerin,
monositlerin ve bazi lenfositlerin pozitif reaksiyon verdigi tespit edilmistir. Plytycz ve
digerleri (1989) de alabalik ©n bdbregindeki monositlerde nonspesifik esterazlar
belirlemislerdir. Blaxhall ve Hood (1985) kahverengi alabalikta (Salmo trutta L), Afonso ve
digerleri (1998) Gokkusagi alabaligi, peritoneal eksudasinda ANAE pozitif T lenfositleri
gostermiglerdir. Yapilan literatiir taramasinda Gokkusagi alabaligi eozinofillerinde ANAE

pozitivitesi bulgusuna rastlanmamustir.

Donmez ve digerleri (2007) Kangal baligt kan hiicrelerinde ANAE pozitivitesini
gostermislerdir. Sunulan ¢alisma materyalinde lenfositler, graniilositler ve monositlerde
belirlenen nonspesifik esteraz; hiicre zarinda, sitoplazmik vezikiillerde, lizozomlarda veya
sitozolik olarak bulunabilir. Enzimin balik kan hiicrelerindeki yerlesim yerini belirlemek i¢in

ultrastruktural inceleme (Monahan ve digerleri, 1981) yapilabilir
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5.7. MGP Boyama Metodu

Meseguer ve digerleri (1991) levrek 6n bobreginde, Romano ve digerleri (2005) graft
caligmalarinda, ultrastructural olarak plazma hiicrelerini tanimlamislardir. Eren ve Bozkurt
(2017a; b) Deniz levregi, 6n bobrek ve dalaginda plazma hiicrelerini MGP boyama metodu ile
gostermislerdir. Kanda plazma hiicrelerini, Esteban ve digerleri (2000) giemsa boyama
metodu kullanarak, oval sekilli morumsu kirmizimsi renkte ¢ekirdegi ve koyu mavi
sitoplazmasiyla tanimlamislardir. Sunulan ¢aligmada, levrek kaninda az sayida gézlenen MGP

pozitif hiicrelerin, farkl: biiyiikliiklerde olmalar dikkati ¢ekmistir.

Lopez-Ruiz ve digerleri (1992) Cipura kaninda az sayida plazma hiicresi tespit
etmiglerdir. Bu hiicreleri giemsa metodu ile yuvarlak morumsu ¢ekirdekleri ve yogun koyu
mavi sitoplazmalariyla tanimlamislardir. Sunulan c¢alismada plazma hiicreleini belirlemek
amactyla MGP boyama metodu uygulanmis ve az sayida farkli biiytikliiklerde, graniilositlerin

morfolojisine benzer goriintli veren pozitif hiicreler tespit edilmistir.

Sunulan ¢alismada Gokkusagi alabalifinda da plazma hiicrelerini belirlemek amaciyla
MGP boyama metodu uygulanmis ve az sayida farkli buyiikliikliiklerde ve farkli ¢ekirdek
morfolojilerine sahip hiicrelerde pozitivite tespit edilmistir. Bromage ve digerleri (2004) de

Gokkusagi alabaliginda plazma hiicrelerinin bulundugunu belirtmislerdir.

Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaligi kaninda tespit edilen pironinofili pozitif
hiicrelerin eksentrik ¢ekirdege ve yogun sitoplazmik boyaya sahip olanlar klasik goriiniimde
plazma hiicrelerine benzerken, farkli biiyiikliiklerde hiicre boyutuna ve loplu ¢ekirdege sahip
pironinofilik hiicreler, graniilositlerin immatiir formlar olarak diisiiniilebilir. Ayrica Gokksagi

alabaliklarinda bazi trombositlerin de pironinofilik icerige sahip oldugu gozlenmistir.

Sunulan c¢alismada pironin pozitif olan farkli biiyiikliikteki hiicrelerin, RNA aktivitesi
yogun olmasi beklenen plazmablast, plazma hiicresi veya immatiir graniilositler olmasi
muhtemeldir. Hiicrelerin morfolojileri de bunu desteklemektedir. Gokkusagi alabaliginda
trombositler hem PAS pozitif hem de MGP pozitivitesi gosterdigi diistiniiliince, pironin
pozitivitesinin RNA aktivitesi oldugu fikri desteklenebilir. Deniz levregi ve Cipura’da
antikoagulan farki 6nemsizken, Gokkusagi alabaliginda MGP i¢in EDTA tercih edilmesi daha
uygun olacaktir.
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SONUC ve ONERILER

Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaliginda CR boyama metodu ile eozinofiller
tespit edilmistir. Bu sonug¢ her ii¢ balikta da eozinofillerin graniillerinde enzimatik veya
nonenzimatik katyonik proteinler oldugunu agiklamaktadir. EDTA antikoagulan kullaniminin,
Cipurada eozinofillerin CR pozitivitesini olumsuz etkiledigi, bazi eozinofillerin graniillerinin

lize oldugu gozlenmistir.

Deniz levregi, Cipura ve Gokkusagi alabaliginda graniilositler ve Gokkusagi
alabaliginda ilaveten trombositler PAS pozitif reaksiyon gostermislerir. PAS pozitivitesi
glikojen veya diger noétral mukosubstans yapilarin varligini isaret eder. Deniz levreginde
heparin ve EDTA antikoagulan kullaniminda, aseton tespitin metanol tespite gore daha iyi
sonug verdigi tespit edilmistir. Cipurada ise heparin antikoagulan ve metanol tespit ile daha

iyi sonug alinmustir.

Her ii¢ balikta da graniilositlerde SB pozitivitesi tespit edilmistir. Graniilositlerin graniil
membranlari, salgt vezikiili membranlar1 ve mitokondri membranlarinin fosfolipid
molekiilleri SB pozitivitesi vermis olmalidir. SB pozitivitesi antikoagulan farkindan

etkilenmemistir.

Toluidin blue pH4 boyama metodu sonucunda; az sayida, bazofil oldugu diisiiniilen,
acik mavi sitoplazmali, metakromatik olmayip ortokromatik ince graniillere sahip hiicreler
tespit edilmistir. Antikoagulan farki boyanma sonucunu etkilememistir. Bu hiicrelerin pH
4’de metakromazi gostermeyip ortokromazi gostermesinin, graniillerinin asidik mukosubstan

iceriginin siilfatli olmamasindan kaynaklandig: sdylenebilir.

MGG boyama metodu sonucunda, her ii¢ balik tiiriinde de eritrosit, rubrisit, lenfosit,
monosit ve trombosit ayirimi memeli ve kanathh hiicrelerine benzer sekilde
gerceklestirilmistir. MGG boyamada Deniz levregi eritrositlerinde cekirdek anomalilerine

rastlanmustir.

Deniz levreginde graniilosit 16kositlerin graniilleri MGG boyamada gézlenemediginden,
¢ekirdek yapilarina bakilarak genel olarak “graniilosit” olarak tanimlanmistir. Antikoagulan

farki MGG boyama sonucunu etkilememistir.
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Cipura’da MGG boyamada graniilositlerden heterofil, nétrofil ve eozinofil gozlenmis
fakat bazofile rastlanmamistir. EDTA kullaniminda eozinofillerde turgor ve lizis

gergeklesmistir.

Gokkusagi alabaliginda graniilositlerden nétrofil, eozinofil ve bazofil gozlenmistir.
EDTA eozinofillerde hasara neden olmustur. Bu nedenle Cipura ve Gokkusagi alabaliginda

MGG boyama i¢in heparin antikoagulan tercih edilmesi gerektigi sonucuna ulagilmustir.

Deniz levreginde lenfositlerde, Cipura’da lenfosit ve graniilositlerde, Gokkusagi
alabaliginda lenfosit, monosit ve eozinofillerde ANAE pozitivitesi tespit edilmistir.
Nonspesifik esteraz olan ANAE enziminin, balik kan hiicrelerindeki yerlesim yerini

belirlemek i¢in ultrastruktural incelemeler yapilmalidir.

MGP boyama sonunda her li¢ baliktada MGP pozitif hiicreler tespit edilmis olup,
morfolojik goriinlimlerine gore bunlarin RNA aktivitesi yiliksek olan plazma hiicresi, immatiir
graniilositler ve Gokkusagi alabaliginda bunlara ilaveten trombositler oldugu diistinlilmiistiir.
Gokkusag alabaligi kaninda MGP boyama i¢in EDTA antikoaglan tercihi daha iyi sonug

vermistir.

Genel olarak calisma sonuglarn irdelendiginde, kan hiicrelerinin morfolojik ve
sitokimyasal 6zelliklerinin, yasam ortami farkliligindan ziyade, taksonomik olarak familya
farkliligindan kaynaklanabilecegi diislinlilmiistiir. Balik kaninda sitokimyasal ¢aligmalar
yapilirken antikoagulan kullanimi ve tespit islemi uygulanmasinda farkli alternatiflerin

denenmesi gerektigi sonucuna varilmisir.

Sunulan ¢alismada, bundan sonra yapilacak sitokimyasal ve ultrastruktural ¢alismalara
kaynak olusturacak bilgiler elde edilmistir. Balik tiirlerinde, bu bilgiler 1s18inda,
graniilositlerin graniil iceriklerinin, enzimhistokimyasal yontemlerle, 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde incelenmesi, nonspesifik ve spesifik immunitenin evrimsel gelisiminin

Ogrenilmesine katkida bulunacaktir.
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