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ABSTRACT

ANATOMICAL, HISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEM ICAL
INVESTIGATION OF PINEAL GLAND IN VAN FISH
(Alburnus tarichi Giildenstadt, 1814)

ORGI, Elif
MSc. Thesis, Department of Biology }
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet Regaib OGUZ
January 2021, 40 pages

The pineal gland and the melatonin hormone secreted from it are functional on
determination of the biological clock and adaptation to seasonal changes, glucose
balance, nutrition and locomotor activities. Van fish Alburnus tarichi (Giildenstadt,
1814) is an endemic carp species living in Lake Van. During the fish breeding
migration, they migrate collectively to fresh water to lay their eggs. In this study, the
Van fish pineal gland was examined anatomically, histologically and
immunohistochemically. During the breeding migration, the melatonin level secreted
from the pineal gland was determined in the fish plasma sampled from both lakes and
streams.

The pineal gland is located under the pineal window, which does not contain
much pigment cells in the head of the fish, as in other teleost fish. The gland consists of
pineal vesicles and pineal stalk parts on the dorsal sac in Van fish. Pineal gland is a
gland with dense vascularization. The presence of pinealocytes and different types of
cels in the pineal organ was determined by different histological and
immunohistochemical markings. It was observed that pinealocyte cells were localized in
the lumen part of the pineal vesicle. It was determined that plasma melatonin level
increased in fish passing from lake to stream (P <0.05). As a result, with this study, the
anatomical and histological structure of the Van fish pineal gland and the melatonin

levels in the reproductive period were determined for the first time.

Keywords: Histology, Immunohistochemistry, Lake Van, Pineal gland, Van
Fish.



OZET

VAN BALIGINDA (Alburnus tarichi Giildenstidt, 1814) PINEAL BEZIN
ANATOMIK, HISTOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIM YASAL OLARAK
ARASTIRILM ASI

ORGI, Elif
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Tez Damgmani: Dog. Dr. Ahmet Regaib OGUZ
Ocak 2021, 40 sayfa

Pineal bez ve ondan salglanan melatonin hormonu biyolojik saatin belirlenmesi
ve mevsimsel degisikliklere adaptasyon, glkoz dengesi, beslenme ve lokomotor
aktiviteleri tizerine fonksiyoneldir. Van baligi Alburnus tarichi (Giildenstidt, 1814) Van
Golinde yasayan endemik bir sazan tiiridiir. Balk iireme gog¢ii esnasmda yumurtalarm
brakmak {lizere tath suya toplu bir sekide go¢ gerceklestirmektedir. Bu ¢aliymada Van
balig pineal bezi anatomik, histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi. Ureme
gocli srasmda hem g6l hem de akarsulardan orneklenen balk plazmalarinda pineal
bezden salgilanan melatonin seviyesi belirlendi.

Pineal bez diger teleost balklarda oldugu gibi baligm bas kisminda fazla
pigment hiicre icermeyen pineal pencere altnda yer alr. Bez Van bahginda dorsal kese
tizerinde pineal vezkiil ve pineal sap kisimlarmdan meydana gelir. Pineal bez iyi
damarlanma gosteren bir bezdir. Pineal organ icerisinde pinealosit ve farkh tipte
hiicrelerin  varhg farkh histolojik ve immiinohistokimyasal isaretlemeler ile belirlendi.
Pinealosit hiicrelerin pineal vezkiilin limen kismmnda lokalize oldugu gozlendi Plazma
melatonin  seviyesinin  golden akarsuya gegen balklarda artig gosterdigi belirlendi
(P<0.05). Sonug olarak bu caligma ile ik defa Van bahg pineal beznin anatomik ve

histolojik yapis1 ve iireme doneminde melatonin seviyeleri belirlendi.

Anahtar kelimeler: Histoloji, Immiinohistokimya, Pineal bez, Van Balgi, Van Golii
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1. GIRIS

Bir organizmann giin boyunca yani 24 saatlk bir siirede 15182 maruz kaldig
stireye fotoperiyot denir. Giiniin kisali@i ve uzunlugu ile ilgili olan fotoperiyot sayesinde
organizmalar ¢esith yasam dongiilerini giinlik ve yillik degisimlere adapte ederler.
Aydmlanma siiresindeki meydana gelen degisiklikler biyolojik olaylarm baslama ve
bitis zamannda Onemli rol oynar. Fotoperiyot bitkilerde biiylime, gelisme, ¢icek agma,
yaprak dokiilmesi, durgunluk gibi siireglerin  baslamasi gibi fizyolojik siireclerde
etkilidir. Hayvanlarda ise renk degisimi, iireme ve gelisme, metabolizma, hormon
diizeylerini etkiler. Birgok canhda oldugu gbi balklarda giin signda meydana gelen
degisimlerden etkilenirler. Tiim canhlar yasamsal faaliyetlerini diizenleyen biyolojik i¢
saatlere sahiptirler. Yirmidort saatlk aydmnbk karanhk dongiisii i¢erisinde uyku ve
uyanikhk hali, metabolik olaylar, kan basmnci, hormonal diizenlemeler sirkadiyen ritmi
olusturur. Her canhnn kendine ait sirkadiyen ritmi bulunmaktadwr. Bu sirkadiyen ritim
basta fotoperiyot olmak iizere g¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. Ayrica 2017 Nobel
Fizyoloji veya Tip Odiili sirkadiyen saatin molekiler mekanizmalar1 iizerine yapilan
calisma olmustur. Bu da biyolojk saatin canh i¢gin ne kadar Onemli oldugunu
vurgulamaktadir.

Genel olarak pineal bez merkezi sinir sisteminin bir pargasidr. Beyinde
talamusun tizerinde yer alr. Balklarda bulunan pineal bez fotoreseptor hiicreler igeren
is18a hassas bir yapidadr. Bu yiizden fotoperiyottan etkilen bir organ olan pineal bez
canllarda biyolojik saat olarak islev gorlr ve wviicudun biitiin periyodik olaylarm
diizenler. Pineal bezden salglanan melatonin hormonunun giin uzunluguna bagh olarak
salmmu artmakta veya tam tersi olarak azalmaktadr. Melatonin hormonu biyolojik
saatin belirlenmesi, mevsimsel degisikliklere adaptasyon, iireme gibi siireglere dahil

olur.

Van Golii yiiz dlgiimii 3.713 km? olan Tirkiye'nin en biiyik golidir (Sekil 1).
Cok fazla koy bulunur. Goliin tath su ve deniz ekosistemlerinden farkl olarak sular
tuzlu ve sodahdr. GOl suyunun tuzluluk oramt % 19, pH's1 ise 9.8 dir. Bu ekstrem
Ozelliginden dolay1r golde bilinen az saydda omurgasz ve tek bir omurgah tiir



yasamaktadrr. Bu omurgal g6l icin endemik bir sazan tiirii olan Van bahg (Alburnus
tarichi) (Giildenstadt, 1814) dur.

— e —
z xR

Sekil 1.1.Van 6 ritas1.

Van bahg sadece Van GoOli havzasmda bulunan bir tiir olup yore halkmmn
beslenmesinde ve ekonomisinde biiyik onem arz etmektedir. Balk yiiksek pH’a sahip
Van Goli'nden, diisik pH’Lh akarsuya ireme esnasmda siiriiler halinde gecis
yapmaktadr. Bu iki ortam arasmda pH’m yam swa sicaklk farki da bulunmaktadr. Bu
esnada balk osmoregiilasyonu saglayarak hayatta kalmayr basarabimektedir. Bu
stirecte  bahgn bazn dokularmda anatomik, histolojk ve hormonal degisiklikler
meydana geldigi bilinmektedir. Pinecal bezde salgladii melatonin  hormonu il

hormonal diizeyde etkilenen bir organdir.

Yapilan literatiir ~ aragtrmalar1  sonucunda Van balgnda pineal bezin
anatomisine ve histolojisine ait herhangi bir calismaya rastlanmamst. Bu ¢alismada
Van balgnin pineal bezi anatomik ve histolojik olarak incelendi. Ureme gocii
esnasmda gol ve akarsu ortamlarmdan alman balklarda melatonin  seviyesi
belirlenmeye  cahsildi.  Ayrica immiinohistokimyasal olarak melatonin  sentezleyen
fotoreseptdr hiicrelerin pineal organ icerisindeki lokalizasyonu, yogunlugu ve hiicre

tiplerinin belirlenmesi gergeklestirildi.



2. KAYNAK BIiLDIiRISLERI

Van Goli, dinyann sayili sodah golleri arasmda olup, Tiirkiye’nin dogusunda
yer alan en biyik golidir. GOl suyunun fizikokimyasal yapisi diger gollere kiyasla
farkliik gosterir. GOl ekstrem sartlara sahip olup pH’1 9,8, tuzlulugu %o 19-22 ve
alkalinitesi ise 153 mEgxt dir. Golin tuzlu-sodal icerigi biyolojik  gesitliligi
smrlamaktadr. Bu nedenle golde az sayida omurgasiz ve tek bir omurgah tirii olan
Van bahg (Alburnus tarichi Giildenstidt, 1814) yasamaktadr (Danulat ve Selguk,
1992; Ciftci ve ark., 2008; Oguz, 2015). Son yillarda golde yeni bir balk tiirii
kesfedilmis olsa da bu tiir hakkinda herhangi bir bilimsel bilgi mevcut degildir.

Van bahgi Van Goli'nde yasayan endemik bir sazan tirdir. Balk bolge icin
ekolojik, yore halki i¢cin ise ekonomik Oneme sahiptir. Van bahg anadrom bir tiir
oldugu icin ireme esnasmda yumurtalarmi bwrakmak iizere tath suya toplu bir goc
gerceklestirmektedir. Bu go¢ mevsim degisimlere bagh olarak mays ve haziran
aylarmda gergeklesir. Go¢ hareketi son yillarda tim iike i¢in turistik bir deger katmakta
ve ekoturizme katki saglamaktadw. Balk kisa siire igerisinde yumurtalarmn birakarak
tireme gOc¢iinii tamamlar ve ardmdan yiin bitiin bir kismm gegirdigi g6l ortamma geri
doner. Balk iki ortama da uyum saglamak icin adaptasyon gegirir. Balgm goc ve
tireme esnasmnda beslenmesinde ve davranslarmda baz farkhlhklar goriilmektedir. Balk
sodah sudan tath suya gecis yaptiginda bahgm bazi dokularmda histolojik ve molekiiler
yapida baz degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir (Sen ve ark., 2015; Oguz,
2015). Ayrica ireme go¢ii srasmda pek c¢ok hormonal degisimler de gozlenmektedir
(Unal ve ark., 2007; Yesilbas, 2018).

Tim canllar biyolojik i¢ saate sahip olup, bu saat sayesinde giinliik hayatlarm
diizenleyip, yasamlarma devam ederler. Canlnin biyolojk saatini gece giindiiz
dongiisiine gore ayarlamasma sirkadiyen saat denir. Bu tiir zaman Olglimleri sistemine
sahip organizmalar olaylarm dogru zamanda gerceklesmesi icin c¢evresel degisiklikleri
tahmin  etmektedirler. Bu zaman dongisii boyunca canhda bircok fizyolojik,
biyokimyasal ve davrangsal degisiklikler olmaktadr. Canllarm c¢ogundan da ozellikle
de balklarda pineal organ sirkadiyen ritmin bir parcasidr (Ekstrom ve Meissl, 1997;
Ligo ve ark., 1998). Pineal bez omurgalilarm sirkadiyen saatlerinin, ritmik bilginin

organizmaya ileten bashca kisimlarmdan biridir (Falcon ve ark., 2010). Pineal bez ve



ondan salglanan melatonin hormonu biyolojik saatin belirlenmesi ve mevsimsel
degisikliklere adaptasyon, glikoz dengesi, beslenme ve lokomotor aktivitesine etkisi
gbi bircok fizyolojik siirece dahil olur. Bunun yam swra pineal bezden sentezlenen
melatonin hormonunun tireme lizerindeki etkisi de bilinmektedir (Randall ve ark., 1991;
Lopez-Olmeda ve ark., 2006; Khan Thomas, 1996; Vanecek, 1998.).

/
Pineal Organ g
Optik
Lob Beyincik
Telensefalon
Olf.b
Medulla
Optik Sinir Hipotalamus %\

ipoﬁzb

Sekil 2. 1. Pineal organn balk beyindeki genel goriiniimii (Ekstrom ve Meissl, 1997).

Cesit  hayvan tiirlerinde ki pineal organn biiylkkigli ve bulundugu bolge
farkliik ~ gosterebilir (Arendt, 1995). Hayvanlarda pineal kompleks pineal organ,
parapineal organ ve dorsal keseden olusmaktadwr. Pineal organ sogukkanh hayvanlarda
kafatasmm hemen altmda olup ara beyinle baglantih iken, balk ve kurbagalarda bir
kese ile baglantiidir. Bilinen en biiyilk kemikli balk grubu olan teleostlar da pineal
organ kafatasmm hemen altmda yer alr. On beyine dorsal olip fotosensiyel bir
organdr. Bircok balk ayrica fotoreseptor hiicre iceren ilkel bir parapineal organa
sahiptir. Parapineal organ baz balk tiirlerinde embriyonik gelisimin erken saflarmda
bulinurken ergin bireylerde gozlenmemektedir. Pineal organ kiiglik bir pineal vezikiil
ile dar ve kisa bir pineal saptan olusarak bag doku ile kafatasma baglanmustr (Herrera-
Perez ve ark., 2011). Ayrica pineal pencere bu yapilarm hemen fiizerinde kafatasinda
bulunan yar1 saydam goriiniimlii bir bolgedir. Pineal pencere 151gm alnip pineal organa
aktarildigi pigmentli bir yapiya sahiptir. Epifiz orgam diensefalonun ¢atisma ince bir
sap ile baglanmustr. Telensefalik yarmkiirelerin optik tektum ile kesistigi orta ¢izgide
beyne tegetsel olarak konumlanmustr (Sekil 2. 1.) (Omura ve ark., 1969). Senegalese

sole (Solea senegalensis) bahgmda da pineal kompleks pineal, parapineal organlar ve



loblu dorsal bir keseden olustugu gortimiistiir (Confente ve ark., 2008).

Pineal bezin parankimasmda 3 farkh tip hiicre bulunmaktadr. Hiicrelerin
cogunlugunu fotoreseptdr hiicreler olarak da bilinen pinealosit hiicreler olusturmaktadir.
Diger kalan az kismmi ise destekleyici hiicreler olarak bilnen glia hiicreleri olusturur.
Pineal organda bulunan bag dokusuna ait bag doku hiicresi olan makrofajlar da baz
teleost tiirlerde  goriilmiistiir. Ayrica pineal bez parankimasmda sinir hiicreleri de
bulunmaktadr. (Sekil 2. 2).

Pineal bezin ana hiicre tipi pineolositlerdir. Pineolositler (fotoreseptor hiicreler)
yogun c¢ekirdekli yapiya sahiptirler. Pinealositler okromatik ¢ekirdek yapisma sahiptir.
Hiicreler yuvarlak ve loblu belirgin c¢ekirdek¢iklere sahiptir (Ekstrom ve Meissl, 1997).
Sekresyon fonksiyonuna sahip olan hiicreler ¢ok sayida mitokondri ve iyi gelismis golgi
kompleksine sahiptir (Calvo ve Boya, 1984; Tan ve ark.,, 2018). Isiga duyarh
fotopigment igeren membran lamelleri kubbe veya koni seklinde yi@mlar olusturur.
Fotosinyal iletiminde rol aldig bilnen ve omurgah retinasnda yaygmn olarak bulunan
fotoreseptordeki bircok molekiil, farkh balklardaki pineal fotoreseptorinde de tespit
edilmistir. Pineal sap ve vezkil boyunca melatonin salglayan hiicreler lateral gozlerde
bulunan ¢ubuk ve koni opsin benzer fotoreseptif hiicreler yapilan immiinohistokimyasal
caligmalarla tespit edimistr (Mano ve ark., 1999; Philp ve ark., 2000; Rincoén Camacho
ve ark., 2016). Farkh ¢ubuk ve koni opsine spesifik antiserumlar kullanilarak, melatonin
salgllayan fotoreseptdr hiicreler belirlenmistir. Farkh bahk pineal organlarmm pineal
sap ve pineal vezikiilleri boyunca koni opsin ve ¢ubuk opsin hiicrelerine benzer sekilde
dagilim gosterdikleri belirlenmistir (Vigh-Teichmann ve ark., 1983; Ekstrom ve ark.,
1987; Garcr'a-Ferna'ndez ve ark., 1997; Vigh ve ark., 1998, 2002; Foster ve Hankins,
2002).

Interstiyel ~hiicreler; pineal parankimasmm geriye kalan kismmi  olusturur.
Cekirdek yapisi ovaldir. Kromatin yogunlugu fazla olmasmdan dolay1 koyu renkte
boyanrr ve pinealosit hiicrelerden kolay bir sekilde aymt edilebilir. Glial hiicreler olarak
bilinen destek hiicreleridir. Pineal Sap ve vezkil boyunca bulunur (Herwig, 1976).
Fotoreseptdr hiicreleri arasmda baglanti kurarak bariyer gorevi gordiigii icin destek
hiicereleri olarak da bilinir. Bol miktarda endoplazmik retikulum bulundururlar. Cok
sayida  mikrofilamentler icerirler. Bu uzantlar sayesinde sitoplazma  bulunan

fotoreseptdr hiicreler, smir hiicreleri arasmda gegis saglayarak baglanti kurarlar ve



mekanik destek saglarlar (Schacher, 1984; Ekstrom ve Meissl, 1997).

Fotoreseptor hiicreleri, destek hiicreleri, sinir hiicrelerinin yamsira belirgn koyu
boyanmis ¢ekirdeginin varh@ ile bilnen fagositik hiicre olan makrofajlarda vardrr.
Pineal bezin HKimeninde bulinan makrofajlar bozulmus olan  fotoreseptorlerin
pargalanmasinda gorev aldigi disiiniilmektedir (Bergmann, 1971; Omura ve Ali, 1981).

Sekil 2.2. Pineal bezin Histolojisi (1 koni tip fotoreseptor hiicreleri 1° modifiye
fotoreseptor hiicreleri, 3 sinir hiicreleri, 4 makrofaj hiicresi) (Ekstrom ve
Meissl, 1997).

Karanhgn etkisi ile fotoreseptér hiicrelerden salgilanan norepinefiin melatonin
oncli maddesi olan triptofann dolasmdan beze girisini saglar. Dolagimdaki triptofanmn
aktif tasima ile pinealosit igine girmesi ile melatonin sentezi baslar. Sirasiyla
pinealositlerde hidroksillenen ve dekarboksilatlanan triptofan ara metabolit olan ve kan-
beyin bariyerini rahatga  gecebilen  5-hidroksitriptofana  doniigiir. Daha  sonra
dekarboksilaz  enziminin  aktivitesi ile  karboksil grubunu  kaybeder ve @ 5-
hidroksitriptamine yani serotonine doniisiir. Serotonin daha sonra arilalkilamin N-asetil

transferaz (AANAT) enzimi aracihigi ile asetillenir ve N-asetilserotonine donigiir. N-



asetilserotonin ise  Hidroksiindol o-Metiliransferaz  (HIOMT) ile N-asetil 5-metoksi
triptamine yani melatonine doniisiir (Yazict ve Kdose, 2004; Klein, 2007; Atasoy ve
Erbasg, 2017 ) (Sekil 2. 3.).
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Sekil 2. 3. Pineal bezde triptofandan melatonin sentezi.

Yapilan aragtrmalar sonucunda beyin dismda melatonin reseptorleri farkh
bolgelerde de tespit edilmistir. Viicutta basta beyin, retina ve hipofiz olmak {izere
gastrointestinal doku, harderian bez, bagrsak, yumurtalk, periferal dokular ve kalp
gibi dokularda melatonin reseptorleri bulunmaktadr (Pang ve ark., 1994b; Lee ve ark.,
1995; Siu ve ark., 1998; Bubenik, 2002; Kulczykowska ve ark., 2006; Maitra ve ark.,
2015). Yapilan c¢ahsmalar ve analizler sonucunda balklarm beyninde melatonin
baglanma yerlerinin  yogun oldugu goriimiistir. Ozellikle hipotalamusun  anterior
kismmnda bulunan wistya duyarh olan preoptik alan ve orta beyinde yer alan balklar i¢in
birincil gorsel merkez olan optik tektum yiiksek yogunlukta olan yerlerdir (Ekstrom ve
Meissl, 1997). Zebra bahg (Danio rerio) iizerinde yapilan PCR ¢ahsmasmda G-
proteinine bagh melatonin ailesine ait ti¢ alt tipin varhg kismen goriilmiistiir (Reppet ve
ark., 1995).



Bircok hayvan tiirlinde oldugu gibi balklarda da tremenin diizenlenmesinde
cevre sartlart Onemli rol oynar (Chaudhuri 1997). Pineal organ ve melatoninin
balklarda gonadlarm mevsimsel olgunlasmasmda bahk tiirtine gore degisiklik
gosterdigi  bildirilmistir (Bromage ve ark., 2001; Bayarri ve ark., 2004). Melatonin,
gonad olgunlasmasmi son asamalarm uyararak ve oosit olgunlugunu yumurtlamanmn
zamanlamasi ile senkronize ederek ilireme mevsiminin kontroli tizerine etkilidir. Ayrica
melatonin  olgun sazan disilerinde hipotalamik wuyarict (GnRH) merkezi araciig ile
Gonadotropik Hormon (GTH) salglanmasmi dolayh olarak etkiledigi bulunmustur
(Breton ve ark., 1993; Popek Cipura (Sparus aurata), nil (Lates niloticus),
mezgit(Merlangius euxmus), kalkan (Psetta maxima) ile yapilan ¢alismalarda gonadal
biiyiimenin 24L:0D ye maruz kalan balklarda digerlerinden ve ark., 1994). onemli
Olgiide diisiis oldugu belirtimistir (Rad ve ark., 2006). Fosil balk (Heteropneustes
fossilis) ta yumurtalk Dbiiyiimesi uzun fotoperiyotlarm etkisiyle uyarilirken kisa
fotoperiyodik balklarda gecikmistir (Sundararaj, 1981). Ureme olaylarmm cevre ile
uyum i¢inde olmasi pineal organ, gozler ve hipotalamus gbi sirkadiyen osilatorler
tarafindan gerceklestiriimektedir (Reiter ve ark., 2009). Cevresel bilginin yani sicaklik
ve fotoperiyod gibi Ozellklerin pineal organ aracihigiyla alnip islenmesi hayvanlarda
Ozelikle ireme Tlzerinde Onemli etkisi oldugu bilinmektedir. Birgok balk bu bilgiler
dogrultusunda mevsimsel tireme sergiler (Confente ve ark., 2008). Bu senkronizasyonda
Oonemli rol oynayan pineal organ si3a duyarh bir yapidadr ve melatonin hormonu
sentezler. Memeli pineal organy, sempatik inervasyon yoluyla, fotikk durumlar hakkmnda
bilgt aktarr. Bununla birlkte, memeli olmayan omurgallarda, pineal organn kendisi
fotosensif yapidadr (Ralph, 1983; Gern ve ark., 1987; Filadelfi ve ark., 1996 ).

Fotoperiyodik ve sicakhk bilgisini beyne ve treme ile ilgili yapilara smirsel ve
norohormonal mesajlarla ulastirr (Falcon ve ark., 1992; Amano ve ark., 2000; Confente
ve ark., 2008). Melatonin bircok organizmada pimneal bez dismda, ozellikle retinada,
bagrsakta ve omurgallarda yumurtalkta da tespit edimistr (Maitra ve ark., 2015;
Bubenik, 2002; Kulczykowska ve ark., 2006). Ayrica melatonin tiim omurgallarm
gastrointestinal dokusunda da bulunmustur (Bubenik, 2002). Fakat omurgallarda, ana
dolasmdaki melatonin kaynagmmn pineal organ oldugu goriilmiistir. Pineal melatonin,
beyin omurilk swvis1 ve kanma ritmik olarak salmr ve melatonin reseptorleri yoluyla

spesifik hedeflere etki eder (Reppert, 1997; Falco'n et al, 2010). Cipuralarla yapilan bir



calsmada tirin fotoreseptdr hiicrelere, Dbiyolojik saate ve melatonin sentezinin
gergeklestigi bir yapiya sahip iken alabaliklar gibi baz balklarm ise bu yapiya tam
olarak sahip olmadig bildirimektedir (Ron ve Okimoto 1999). Pineal organdan
salgllanan melatoninin sagladigi nérohormonal bilgi, giinlik, aylk ve mevsimlik zaman
bilgisi saglar (Reiter, 1993; Falcon ve ark., 2010; Oliveira ve ark., 2010).

Fotoperiyot, mevsimsel fonksiyonlarm  giinin ~ kisaligt ve uznlugu ile
iliskilendirilmesidir ~ (Cassone, 1990). Fotoperiyot sayesinde organizmalarm ¢ogu
davranglarmi giinlik ve yillk degisimlere adapte eder. Balk pineal bezinden salgilanan
melatoninin -~ dogrudan  fotoperiyotla ilgii  oldugu yaplan i vivo ¢algmalarla
kantlanmustr (Gem ve Greenhouse, 1988). Olciilen melatonin seviyeleri gece boyunca
yikksek, giindiiz ise disiiktiir. Isik ise melatonin salgisim baskilamaktadr (Kelestimur,
1996). Melatonin seviyeleri giin uzunluguna bagh olarak degismekte, gecelerin uzun
oldugu kisa ginlerde yiiksek seviyede salglanrken, gecelerin kisa oldugu uzun
ginlerde ise diisik seviyelerde salglanmaktadw. (Lindahl ve ark., 1986). Tilapialarla
yapilan bir c¢alisma sonucunda karanlk periyotta plazma melatonin seviyelerinde artis
gorilmiistir.  Yine aym ¢alismada melatoninin sk periyotta distiigi  belirtimistir
(Nikaido 2004). Turnalarla yapilan ¢alismada sk periyodunun en yiiksek oldugu saatler
olan 11:00-13:00 arasmda melatonin salmiminin arti@ gorilmistiir (Falcon 1999).

Bunun yam swra fotoperyodun dismda, melatonin seviyeleri ayrica tuzluluk,
besn varhg, yags, ortamm pH ve bulundugu ortammn yogunlugu da degistirebilir
(Falcon ve ark., 2010). Ayrica sicakhk da dahil olmak iizere diger cevresel sartlardan
etkilenebilir  (Zachmann ve ark.,, 1992). Yapilan c¢ahsmalarda sicakhgm yiiksek
olmasmn plazma melatonin seviyelerinde artisa neden oldugu goriimektedir (Firth ve
Kennaway, 1987; Delgado ve Vivien-Roels, 1989). Isign yam sra sicakh@m,
sogukkanl hayvanlarda melatonin {iretimini arttrdigt ve bdylece organizmaya dogru
mevsimsel bilgi saglamaya yardimeir olur (Ligo ve Aida, 1995). Atlantk somon bahd
(Salmo salar) ile yapilan c¢aligmada, dolasimdaki melatonin seviyelerindeki artigin yaz
aylarmda daha yiksek olma egliminde olup, bu olayda sicakhk Oneml rol
oynamaktadr. Ayrica, su sicakhgmnn ¢ok diisik (0 °C) oldugu aralk aymda plazma
melatonin  seviyelerinin neredeyse olmadigi bulundu. Salmonitlerde yapilan ¢ahsmada
deniz suyuna giren balklarda melatonin seviyesinin azaldigi bdoylelikle tuzlulugunda
melatonin seviyesinde etkili oldugu belirtilmistir (Gern ve ark., 1984).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Balik

Gol ortamnda bulman balklar Van Yiizinci Y1 Universitesi aciklarmda uzatmal
fanyall aglar ile gole dokillen Karasu Caymndan ise lireme gocii esnasmda (nisan- temmuz)
serpme aglar ile yakalandi. Balklar Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii Arastrma Laboratuvarma
oksijen bagh tasima kaplar1 ile getirildi. Balklar fenoksi etanol (320ul/L) ile anastezi edildi
Yakalanan balklarm total agwhk ve catal boylar1 Olgiildiikten sonra kanlart kuruk kismindan
alndi ve beyin dokusu disekte edildi Dokular, rutin histolojik g¢alismalar icin Bouin ve
immunohistokimyasal c¢ahsmalar icin ise % 4°‘lik Paraformaldehit fiksatifleri igerisine alndi
Kan dokulart igerisinde heparin bulunan SmL lk enjektorlere alndiktan sonra ependorf
tiplerne almarak 1000 g’de +4C’de santriftj (Sigma, Almanya) edildi Daha sonra alman
plazmalar melatonin seviyesi belirleninceye kadar -80 °C’de derin dondurucuda (88400V,
Thermo, Amerika) bekletildi.

Cabsmada kullanlan balklar icin gerekli olan izinler Gida Tarm ve Hayvanciik
Bakanlg’ndan (26/02/2019 tarihli ve 3193 say)) ve Van Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (2020/12) alind1.

3.1.2. Laboratuvarda kullamlan materyaller
Cahsmada asagida belirtilen materyal ve cihazlar kullanilmistir.
-Ependorf tiipii (InoLab, Almanya)
-Falkon tiipii
-Makas,bistiiri, pens
-Mikropipet (Thermo, Italya)
-Pipet ucu

-Santriftij (Precise, Amerika)
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-Mikroskop (DM 6000 Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya)
-Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya)
-Vorteks (SciLOGEX, Amerika)
-pH metre (InoLab, Almanya)
-Etiiv (EN 032 Niive, Tiirkiye)
3.2. Yontem
3.2.1. Histolojik ¢cahsmalar ve Boyamalar

Van balklarmda pineal bezin histolojik yapismmn belirlenmesi i¢in  balklarm kafa
kismu stereo mikroskop (EZ4, Leica, Almanya) altmda ince uclu pensler yardmyla pineal
pozisyon korunarak disekte edildi. Bouin fiksatifine bulunan dokular daha sonra parafine
gomme islemine kadar %70’lk alkol iginde +4 °C’de bekletildi. Parafine gomme islemi ise
asagidaki basamaklara gore gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. Parafine gdbmme basamaklar1

1. %70’lk alkol * iki defa (toplam 1 saat)
2. %80’k alkol * ki defa (toplam 1 saat)
3. %90’k alkol *iki defa (toplam 1 saat)
4. %100’lik alkol * ki defa (toplam 1 saat)
5. %100’lik alkol + ksilol (toplam 15 dakika)
6. Ksilol-1 (15 dakika)

7. Ksilol-11' (15dakika)

8. Ksilol + parafin (etiiv) (15 dakika)

9. Parafin-1 (etiiv) (1 saat)

10. Parafin-1I (etiiv) (1 saat)

11. Parafin-11T (etiiv) (1 saat)

12. Parafin-1II (etiiv) asamasmdan sonra dokular parafin bloklara gomiiliir.
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Parafin igerisindeki dokular tahta bloklara sabitlenerek mikrotom (HM 325, Micron,
Walldorf, Almanya) ie 5 pm’lk Kkesitler alndi. Daha sonra genel histolojik yapmm
belirlenmesi i¢in, Hematoksilen Eosin ve Toluidine Blue ile boyandi.

3.2.1.1 Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu

Hematoksilen boyasi (Hematoksilen Mayer, Tirkiye) ve Eozin boyasi (Eozin Y
Boyast % 0,5) hazr olarak kullanildi Alnan seri kesitler Hematoksilen-Eozin (Cizelge 3.2)
boyast ile boyandi

Cizelge 3.2. Hematoksilen- Eozin basamaklari

Basamaklar Stire

1. Ksilol-1 5 Dakika
2. Ksilol-11 5 Dakika
3. %100’lik alkol 3 Dakika
4. %80’lk alkol 3 Dakika
5. %70’k alkol 3 Dakika
6. Distile su 5 Dakika
7. Hematoksilen 6 Dakika
8. Distile su 5 Dakika
9. Cesme suyu 15 Dakika
10. Eozin 3 Dakika
11. %70’lik alkol 3 Dakika
12. %80’lik alkol 3 Dakika
13. %100’lik alkol 3 Dakika
14. Ksilol-1 5 Dakika

15. Ksilol-11 5 Dakika
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Boyanan preparatlar entellan ile kapatilarak sk mikroskobunda (Leica DMI 6000 B,
Almanya) incelendi. Daha sonra goriintiilenen dokular fotograflandi

3.2.1.2. Toluidine Blue Boyama Metodu

Toluidine Blue (Carlo Erba, Tirkiye) boyasmdan 1 g alndi ve 100 ml distile suyun
icerisinde ¢ozilerek hazirlandi. Hazrlanan preperatlar Cizelge 3.3’deki basamaklarma gore

boyand1.

Cizelge 3. 3. Toluidine Blue basamaklar1

Basamaklar Stire

1. Ksilol-1 5 Dakika
2. Ksilol-11 5 Dakika
3. %100’lik alkol 3 Dakika
4. %80’lk alkol 3 Dakika
5. %70’k alkol 3 Dakika
6. Distile su 5 Dakika
7. Toluidine blue 5 Dakika
8. Distile su 2 Dakika
9. % 70.’lik alkol 3 Dakika
10. %80’lk alkol 3 Dakika
11. % 100’lik alkol 3 Dakika
12. Ksilol-1 5 Dakika
13. Ksilol-11 5 Dakika

Ksilolden ¢ikarilan preperatlar kurutma kagidi ile kurutuldu. Entellan ile kapatilarak
151k mikroskobunda goriintiisii alndi.
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3.2.2. Immiino histokimya

Pineal bezde bulunan melatonin sentezleyen hiicrelerin isaretlenmesi ve dagilimnm
belirlenmesi  immunohistokimyasal cahsmalarla gerceklestirildi. Immiin isaretleme icin hazr
kitler ~(Histostain®-Plus Bulk Kit, Invitrogen, Amerika) kullanidi. Pineal bez %#4’lik
paraformaldehit fiksatifi icerisine alndi ve 24 saat +4 °C’de buzdolabmda bekletildi. Fiksatife
alman dokuya ait Ornekler %70’lk etil alkol igerisine alndi Daha sonra dokular parafin
bloklar icerisme gOmiildikten sonra mikrotom yardmiyla 5 pm’luk kesitler alndi Kesitler
adesiv lamlar iizerine aktarild. Immiinohistokimyasal boyama baslangicinda kesitler, endojen
peroksidaz bloklama solisyonu (9 birim metanol 1 birim %30’luk hidrojen peroksit)
icerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra 2’ser dakika 3 kez PBS ile ykandi Serum blok
soliisyonu (Ayra¢ A) dokunun iizerini kapatacak ya da 2 damla (100 pL) eklenerek 10 dakika
bekletildi. Nemli ortamda primer antikor (5HT-H209, Thermo, seyreltme oram 1:20)
soliisyonu ile dokunun iizeri kapatilacak kadar eklendi ve 30-60 dakika oda sicakhgnda
bekletildi. Kesitler PBS ile 2’ser dakika 3 kez ykandi Dokular biyotin ile isaretlenmis
sekonder antikor (Ayrag B) ile 2 damla (100pL) veya dokunun iizeri kapatilacak sekilde
eklenerek 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez 2’ser dakika ykandi. Daha sonra Kkesitler
lizerme taze hazilanan kromojen eklendi Dokular lamel ile kapatilarak, 15tk mikroskobu
(Leica DMI 6000B, Almanya) ile incelendi ve goriintiiler alnd1.

3.2.3. Immiinofloresan isaretleme

Balk beyinden alnan kesitler (S5pum) alkol ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra
PBS i¢inde ykandi ve % 1 si@r serum albiimini ve % 0.1 jelatin iceren PBS soliisyonunda
hazirlanmis bir blok soliisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi Kesitler, Serotonin monoklonal
antikoru (5HT-H209, Thermo, seyreltme oram 120) ile buzdolabmda +4 °C’de bir gece
boyunca mkiibe edildi Kesitler PBS ile yikandi ve sonra sekonder antikor (1: 100) (Alexa
Fluor 488; Invitrogen, Amerika) ie 2 saat boyunca karanlk kosullar altmda bir
nemlendirilmis ortamda inkiibe edildi, Tim slaytlar br lamel ile kapatidi ve flouresan
atagmanli mikroskoba (Leica, Wetzlar, Almanya) bagh bir dijital kamera ile goriintiilendi
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3.2.4. MitoTracker boyama

Parafin kesitleri (4—6 pm) ksilen ve dereceli etanol serilerinden gegirilerek saf suya
alndi. Mitokondri boyama i¢cin kesitler, oda sicakhgmda 250 nmol / 1 MitoTracker
(Molecular Probes) ile 1 saat inkiibe edildi Preparatlar ykandi ve lameller ile kapatilarak
flouresan mikroskop ile gbzlendi ve fotograflar1 cekildi.

3.2.5. Melatonin seviyesinin belirlenmesi

Gol ve akarsudan Orneklenen balklarm kanlarmdaki melatonin seviyeleri ticari ELISA
kiti (EOO03Fi Bioassay Technology Laboratory, Cin) ile belirlendi Plazma melatonin
seviyesini belirlemek i¢cin reaktifler, standart solusyonlar ve Ornekler oda sicakliginda uygun
sekilde hazrrlandi. Daha sonra Orek ve standartlardan kuyucuklara 50ul brakildi Kontrol
kuyucuklar haric numune kuyularmm herbirine 50ul biyotinlenmis antijen eklendi. Daha
sonra ise iyice karstrilarak plaklarm itizeri kapatidi ve 37 °C'de 30 dakika mkiibatorde (EN
032 Niive, Tiirkiye) inkiibe edildi. Inkiibasyondan cikarilan plaklar 5 kez ykama tamponu ile
yikkandi Kuyucuklar her bir ykama i¢in 30 saniye ile 1 dakika arasmda en az 300 pl ykama
tamponu ile ykand. Tim kuyucuklar aspire edildikten sonra 5 kez ykama tamponu ile
yikandi. Kagt havlu yardmu ile kurulandi Daha sonra standart kuyular ve tiim numune
kuyularma 50 pl avidn-HRP eklendi ve 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi Plaklar aspire
edildi ve yine aym sekilde ykama tamponu ie 5 kez ykandi. Her kuyucuga 50 pl substrat
solisyonu A eklendi Hemen ardmda 50 pl substrat B soliisyonu eklendi. Plakanin {izeri
kapatlarak 37 °C' de karanlkta olacak sekilde 10 dakika inkiibe edildi Sonrasmda her
kuyuya 50ul durdurma soliisyonu eklenerek 450 nm'ye ayarlanmus bir mikroplaka okuyucu
(Dasltaly, Italya) kullanarak her kuyucuga ait absorbans degeri belirlendi. Melatonin
seviyesinin belirlenmesi i¢in, konsantrasyonlar1 bilinen standartlarm yardmyla, standart egri
hazirlandi ve bu standart egri yardmuyla her bir Grnekteki melatonin serum seviyeleri pg/mL
olarak hesaplandi

3.2.6. istatistiksel Analiz

Gol ve akarsudan Orneklenen balklarm plazma melatonin seviyeleri ortalama =+
ortalamanmn standart hatast olarak verildi GOl ve akarsu melatonin seviyeleri arasmdaki
istatistiksel fark t testine gore yapidi (IBM SPSS Statistics 22). Gruplar arasmdaki fark
p<0.05’e gore anlamli kabul edildi.



4 BULGULAR

4.1. Bahk

Van Goli Yizinci Yi Universitesi agiklarmdan yakalanan balklar Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Arastrma Laboratuvar ortamma getirildi. GOl ve akarsudan
yakalanan balklara ait catal boy ve total agrhk swrasiyla 19,0-23,9 cm ve 66-152 gr
olarak olciildii. Ornekleme yapilan disi ve erkek balklarm 3+ yasa ve olgun gonadlara
sahip oldugu belirlendi.

4.2. Pineal Pencere

Balklar disekte edilmeden Once pinel kompleksin {izerini Orten kafatasmmn iist
kisminda bulunan pineal pencerenin varhgt goriildi. Ayrica Van balginda isigm alnip
pineal organa aktaridigi pineal pencerenin pigmentli ve yart saydam bir yapiya sahip
oldugu kafatasmm bu bolgede diger bolgelere gore daha ince oldugu gozlemlendi.
Pineal  pencerenn  bulundugu  alandaki  melanosit  hiicrelerinden  kaynakh
pigmentasyonun derinin  diger bolgeleri ile karsilastrildignda daha seyrek oldugu
belirlendi (Sekil 4.1.). Belirtilen bu o6zelliklerin disi ve erkek balklarda da degismedigi
g0zlendi.
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Pineal
Pencere

Sekil 4. 1. Van balhgnda pmneal pencerenin lokalizasyonu (A) ve Pineal pencerede bulunan
melenofor hiicrelerinin yogunlugu (B) (PP: Pineal Pencere).
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4.3. Pineal Bez Morfolojisi

Van balklarm kafa kismu stereo mikroskop altnda ince uglu pensler yardmiyla
pineal pozisyon korunarak beyin disekte edilerek c¢ikaridi Beynin dorsal olarak
gortintlisii almdi1 ve kisimlar1 sekil 4.2.° de gosterildi. Van bahgmn pineal orgam o6n
beyne dorsal olan telensefalik yarmmkiirelerin optik tektum ile kesistigi orta ¢izgide
beyne tegetsel olarak konumlandigi belirlendi. Pinecal bez 6n beyne rostral olarak
konumlanmistr ve kikirdagims1 bir goriinim sergiler. Van bahginda pineal kompleksin
pineal vezikiil, pineal sap ve dorsal keseden olustugu gorildii. Van balgnda pineal
organn beyinde ki genel goriintiisii ise Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Van balgmm beyninin dorsal olarak gdrinimii ve pineal organm beyindeki
yakindan goriiniimii. (OB: OMaktér Bulbus, TEL: Telensefelon, OL: Optik
Lob, BE: Beyincikk, MO: Medulla Oblangata, PV: Pineal Vezikiil, PS: Pineal
Sap)

4.4. Pineal Bez Histolojisi

Beyinden segital diizlemde almdan kesitlerle pineal bezin histolojisi
incelenmistir. Pineal kompleks pineal organ ve dorsal keseden olusmaktadr. Diger
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teleost balklarmda oldugu gibi Van balgnn pineal organmn genel histolojisine
bakidignda kiiciik bir pineal vezikiill ve dar, kisa bir pineal saptan olustugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.3.). Pineal organ beyine pineal sapm bitiminde habanular
kommissurden baglandig1 goriilmistiir (Sekil 4.8.).

Pinecal vezikiil limeni etrafinda daha yogun hiicreler belirlendi. Pineal sap
kismnda ise daha seyrek ve liimen etrafinda iki swa halinde hiicreler tespit edildi
Beynin dorsal kismma denk gelen histolojik incelemizde pineal sapm sag habenular
komissiir ile baglatih oldugu gozlendi Tek kath epitel dokudan olusan ici bos kivrimh
yap1 olarak beliren dorsal kese pineal sapm hemen bitiminde onu cevreler sekilde

incelenmistir.
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Sekil 4.3. Van balginda pinea
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4.4.1 Pineal Vezikiil

Pineal bezin u¢ vezkil kismu 6n beyne dogru uzanmis bag doku ile kafatasma
tutturulmus gibi goriiniir. Pineal pencerenin hemen altndadir. Cok kiigiik ebata sahiptir.
Pineal vezikiilin antarior- posterior uzunlugu yaklasik 841 pm, dorsal-ventral genisligi
ise yaklagik 238 pm olarak Olgiilmiistir. Pineal vezkiil icinde genis Kimen bulunur.
Limen lateral, anterior ve posterior uglara dogru daralr, vezikiilin orta kismmnda daha
genis bir yer kaplamaktadr (Sekil 4.6.). Pineal vezkiil ¢ok kath kivrml epitele sahiptir
ve ¢ok sayida pinealosit hiicresi igerir. Vezikiilde biiyilkk kan damarlart bulunmaktadir.
Pineal bezin parankimasmda 3 farkh hiicre tipi goriilmistiir. Birinci hiicre tipi mor-
pempe cekirdekli yuvarlak  biiyilkk hiicreler olan fotoreseptor  hiicreleri  yani
pinealositlerdir. Epifizin limeninin ¢evresinde yogun olarak gdzlenmistir. Ikinci hiicre
tipi daha kiicik, koyu mor c¢ekirdekli oval hiicreler olan muhtemelen glial hiicreleri yani
destek hiicreleri olarak gdzlenmistir. Ugiincii hiicre ise sinir hiicreleridir. Hiicrelerin
mikroskobik goriintisii  Sekil 4.4, Sekil 4.5. ve Sekil 4.7.°de detayh olarak
gosterilmistir.

Sekil 4.4. Pineal vezkiilin Hematoksilen-Eozin Boyasi ile boyanmast (Uzun ok:
Pinealosit hiicreleri, Kisa ok: Glia hiicreleri Beyaz ok: Sinir hiicreleri, L:
Liimen, *: Kan damarlarr).
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Sekil 4.5. Pineal vezkiilin Hematoksilen-Eozin Boyasi ie boyanmasi (L: Liimen, *:
Kan damarlari, DS: Dorsal sac(kese)).
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Sekil 4.6. Pineal bezin Toluidine Blue boyasi ile boyanmis goriintisii (PV: Pineal
Vezikiil, OL: Optik Lob ).

Sekil 4.7. Pineal vezkiil igerisinde farkh tipteki hiicreler (Toluidine Blue) (Uzun ok:
muhtemel pinealosit hiicresi, Kisa ok: muhtemel glia hiicreleri Beyaz ok:
sinir hiicreleri *: Kan damarlari, L: Kimen).
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4.4.2. Pineal Sap

Pineal sap pineal vezikiilden asag dogru uzanr ve serebral hemisferlere
yakmlastiyi goriimiistiir. Telensefelon yarmkiirelerin  optkk lob ile kesistigi yerde
konumlanrr. Habanular komissur seviyesinde beyne baglanr (Sekil 4.4.). Pneal sap
pineal vezikiilin yakmmnda ince yapiidwr, dar ve uzun limene sahiptir. Pineal sap
anterior-posterior uzunlugu yaklasikk 275 um ve dorsal- ventral genisligi ise 108 pm
olarak  Olciilmiistir. Pineal hiicreler iki swa halinde swralanmistr. Pineal sapm
parankimas1 vezikiilin yapisma benzer bir yapr sergler. Katlanmis epitele sahiptir.
Pineal vezkiilde bulunan hiicreler burada da bulunmaktadwr. Daha seyrek hiicre
sergilemektedir (Sekil 4.9.).

4.4.3. Dorsal Kese

Dorsal kese pineal sapm tabannda bulunan ve onu ¢evreleyen bir yapi olarak
gdzlemlendi. I¢i bos ve kivrmh yapiya sahip oldugu belirlendi. Dorsal kese koyu mor
cekirdekli gri lekeli stoplazmasi bulunur. Birbirne yakm siki paketlenmis siitiinler
halinde hiicreler sergiyelen tek kath epitelden olustugu gozlemlenmistir. Dorsal kesenin
epitel duvarlarinda 1yi gelismis damar sistemi goriimiistiir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.5.).
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Sekil 4. 8 ) Plneal bezin genel gorunumu (A) ve be beyne baglandlgl Habenular
komissure yap1 (B). (Ha: Habenular Komissure, OL: Optik Lop, TEL:
Telensefalon, PV: Pineal Vezkiil).
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Sekil 4.9. Pineal sapm Hematoksilen-Eozin Boyast ile boyanmasi (Ha: habenular

¢ekirdek PS: Pineal Sap, TEL: Telensefalon, Siyah ok: Pinealosit hiicreler,
Beyaz ok: glia hiicreleri L: Liimen * Dorsal kese ).
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Sekil 4.10. Van bahgnda pineal vesikiilde melatonin sentezleyen pinelosit hiicrelerinin
immiinoflouresan goriintiileri (L: limen, Uzun ok; kan damarlar, kisa ok:
pinealosit).
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4.5. Melatonin Seviyeleri

Van Dbalgi plazma melatonin  seviyesi gblden  Orneklenen  balklarda
422.50+55.44, akarsudan Orneklenen balklarda ise 465.50+30.12 olarak Olgtlimiistiir.
Akarsudan oOrneklenen Van balklarmdaki meletonin seviyelerinde artis g6zlenmistir
(Sekil 4.11.). Bu artis istatistik olarak onemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.11. Go6l ve akarsudan yakalanan Van balg plazma melatonin seviyeleri
(pg/mL). *: P<0.05.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligma ile ilk defa Van bahgi pineal bezinin anatomik, histolojik ve
immunohistokimyasal yapist belirlendi. Bez en biiyiik balk grubu olarak bilinen
teleostlarda kafatas1 kemiginde pineal pencere ad1 verilen bir bélgenin hemen altinda
yer alir. Bu kisimda bulunan melenafor icerigi kafatasmin diger kisimlarina gore azdir.
Is1gmm alinip pineal organa aktarildigi dnemli bir yapidir. Solea senegalensis (Confente
ve ark., 2008) ve Dicentrarchus labrax (Herrera- Perez ve ark., 2011) da belirtildigi gibi
Van bahiginda da pineal pencere diger teleostlarda oldugu kadar belirgin bir yapida
olmasa da bolgenin kirkirdagi bu seviyede incelir ve yar1 saydamlasir. Van baliginda da
pineal bez hem sekretuar hem de fotosensor dzelliktedir. Bu nedenle pineal pencere
tizerinde bulunan melenoforlarin hem az yogun hem de pineal bez iizerinde bulunan
kafatasinin ince olmasi 15181n beze iletilmesinde kolaylik saglar (Confente ve ark., 2008;
Rincon Camacho ve ark., 2016). Bu sekilde i518in beze kolay iletilmesi fotoperiyot
degisikliklerinin alglanmasina yardimct olur.

Yapilan caliymalarda pineal bezin seklinin, boyutunun ve goriiniimiiniin farkh
balk gruplari arasinda degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Fakat pineal bez tiim balik
gruplarinda bulunur ve beynin dorsal kismmda yer alir (Arendt, 1995; Papoutsoglou,
2012). Van bahgmda pineal bez morfolojik olarak incelendiginde diger baliklarda
oldugu gibi telensefalik yarimkiirelerin optik tektum ile birlestigi yerde 6n beyne dorsal
oldugu belirlendi.

Pek cok balik tiiriinde pineal bezin histolojik, immiinohistokimyasal ve elektron
mikroskobik yapis1 calisiimistir (Solea senegalensis, Confente ve ark., 2008; Salvelinus
alpinus L, Musaeus, 2009; Dicentrarchus labrax, Herrera- Perez ve ark., 2011;
Cichlasoma dimerus, Birba ve ark., 2014; Paracheirodon axelrodi ve Aphyocharax
anisitsi, Rincon Camacho ve ark., 2016). Bunun sonucunda pineal bezin parapineal
organ ve pineal organdan meydana geldigi belirtilmistir. Parapineal organ pineal bezin
altinda pineal sapm bitiminde habenular komissiir lizerinde yer aldigi bildirilmistir
(Ekstrom ve Meissl, 1997; Confente ve ark., 2008; Papoutsoglou, 2012). Van baliginda
pineal bezin histolojisinin diger balik tiirlerinde oldugu gibi kompleks bir yapidan

olustugu gozlendi (Confente ve ark., 2008; Herrera-Pérez ve ark., 2011). Buna gore
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bezin pineal vezikiil, bezi beyne baglayan bir sap ve dorsal kese kisimlarindan olustugu
gozlendi. Pineal sapin etrafin1 ¢evreleyen dorsal kese kivrimli tek kath epitelden
olugsmaktadir. Van baliginda parapineal organ histolojik incelemeler sonucunda net
olarak gdzlenmedi. Museus, (2009) Salvelinus alpinus’da parapineal organmn
bulunmadigmni belirtmistir. Ayrica pek ¢ok canlinin lavral formunda bulunan parapineal
organin eriskin baliklarda g6zlenmedigi bildirilmistir (Concha ve Wilson, 2001;
Ishikawa ve ark., 2015). Van baliginda parapineal organin erigskinlerde goriilmemesi
baligin gelisim donemiyle iligkili olabilir. Bunun net olarak ortaya konulmasi igin pineal
bezin embriyonik gelisiminin cahsilmasi gerekmektedir.

Pineal bez igerisinde farkli tipte hiicre gruplar1 histolojik  ve
immiinohistokimyasal isaretlemeler ile belirlendi. Pinealositler, glial hiicreler ve sinir
hiicreleri pineal vezikiil ve sap kisminda gozlendi. Mor-pembe ¢ekirdekli yuvarlak
bliyiik hiicreler fotoreseptor hiicreleri pinealositler olarak tanimlandi Bezdeki diger bir
hiicre olan muhtemelen glial hiicreler olan destek hiicreleri daha kiiciik, koyu mor
cekirdekli oval hiicreler olarak gézlenmistir. Pinealositler immiinohistokimyasal olarak
kullanilan serotonin antikoru ile ¢apraz reaksiyon olusturmadi. Bu nedenle ilgili insan
seratonin monoklonal antikoru ile isaretleme yapilamadi Bunun nedeni antikorun tiire
spesifik olmasindan kaynaklanmis olabilir. Tan ve ark (2018), pinealositlerin diger
hiicrelere gore daha yogun mitokondriye sahip olduklarini ve melatonin sentezinin
gerceklestigi kismin mitokondriler oldugu bildirmislerdir. Bu nedenle yapilan bu
caliymada mitokondri isaretleyen flouresan bir boyama yapilarak pinealositler yogun
mitokondri igerigi sayesinde bulunduklari vezikiil limen cevresinde goriintiillenmistir
(Ekstrom ve Meissl, 1997; Herrera-Pérez ve ark., 2011; Holmgren, 2011).

Canlilarda pineal bezden salgillanan melatonin seviyeleri gilin icerisinde
degisiklik gosterir. Van Golii ve akarsu balk orneklemeleri ayni saat araliklarinda
gerceklestirildi. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada mevsimsel degisimlerin yillik ve
giinlik melatoninin seviyelerini etkiledigi gosterilmistir (Vera ve ark., 2007). Ayrica
uzun siireli 151k ve sabit sicaklik altinda melatonin seviyelerinin degistigi gonadal
gelisimin ve yumurtlamanin bozuldugu belirtilmistir (Garcia-Lopez ve ark., 2006). Bu
faktorlerin haricinde hormon seviyesinin balikk yogunluguna, su sicaklifina ve

fotoperiyoda baglh olarak da degisim gosterdigi bildirilmistir (Guellard ve ark., 2019).

Van balig1 plazma melatonin seviyesi baligm Van Goliinden tathsuya girdigi donemde
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artis gosterdigi belirlendi. Van baliginda melatonin seviyesindeki artisin sebebi lireme
doneminde baliklarm yogun siiriiler olusturmasi ve su sicakligmnin artmasma bagh
olabilir. Ayrica melatoninin baliklarda dolayli olarak gonad gelismesine etkisinin
oldugu da unutulmamahdir (Maitra ve ark., 2013). Van baliklarinda {iremeden hemen
once gonadosomatik indeks degerinin en yiksek seviyede oldugu (O guz ve Unal, 2012;
Oguz ve ark., 2015) géz Oniline alindiginda melatoninin yumurta gelisimi tlizerinde de
etkisi olabilecegi disiiniilmektedir. Son yillarda melatonin hormonun antioksidan
enzimlerine benzer etkilere sahip olduguna dair bazi calismalar da bulunmaktadir
(Reiter, 1996; Reiter ve ark., 2003; Giilgin ve ark., 2009: Maitra ve Hasan, 2016). Van
baligmm itireme donemi siiresince ¢evrede yogun tarimsal ve hayvancilik faaliyetleri
gerceklestirilmektedir. Bu faaliyetler sonucunda pek ¢ok kimyasalin kullanildigi ve bu
kimyasallarm suya karigtigi bilinmektedir (Aksoy ve ark., 2011). Melatonin
seviyesindeki artigmn bir diger nedeni de baliklarin tath suda maruz kaldigi bu
kimyasallar olabilir.

Ortamm pH ve tuzluluk gibi faktorler balk fizyolojisi iizerinde 6nemli etkisi
olan iki dis etkendir (Boeuf ve Payan, 2001). Salmonitler lizerine yapilan bir ¢aligmada
deniz suyuna giren baliklarda melatonin seviyesinin azaldig1 béylece tuzluluk oranmnin
fazla olmas1 da melatonin seviyesini etkiledigi belirtilmistir (Gern ve ark., 1984). Van
Golii deniz suyu kadar tuzlu olmasa da %22’lik tuz oranma sahip olup akarsudan daha
tuzludur. Bu bilgiler dogrultusunda g6l suyunda ki tuzluluk oraninin fazla olmasi
melatonin seviyelerinin azalmasma neden olmus olabilir. Ayrica baliklar tath suya
girdiklerinde pek cok stres faktorii ile karsi karsiyadir. Bunlar bakteri ve parazitik
enfeksiyonlari, avcl baskis1 (su yilani, martt ve insanlar gibi) ve balik yogunlugu gibi
faktorlerdir. Bu siiregte dokularda olusacak oksidatif stres Van baliklarinda pineal
bezden salgilanan melatonin seviyesini de artrmis olabilir.

Sonu¢ olarak Van baliginin pineal bezinde yapilan anatomik ve histolojik
caliymalar diger teleost baliklariyla karsilastirildiginda 6nemli bir fark bulunmamstur.
Astyanax mexicanus (Herwig, 1976), Oryzias latipes (Takahashi ve Kasuga, 1971),
Solea senegalensis (Confente ve ark., 2008), Dicentrarchus labrax (Herrera-Perez ve
ark., 2011) ve Cichlasoma dimerus (Birba ve ark., 2014) gibi baz1 teleost baliklarmkine
benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Melatonin seviyelerinin tathi suda artig

gostermesi pek cok nedene bagl olabilir. Bu nedenle melatonin seviyelerindeki
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degisimlerin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir. Yaptigimiz bu c¢alisma

sonucunda elde edilen bulgular bahgin biyolojisine katki saglamaktadir.



KAYNAKLAR

Aksoy, A., Das, Y. K., Yavuz, O., Guwvenc, D., Atmaca, E., Agaoglu, S., 2011.
Organochlorine pesticide and polychlorinated biphenyls levels in fish and mussel in
Van region, Turkey. Bulletin Of Environmental Contamination and Toxicology,
87(1): 65-69.

Amano, M., ligo, M., Ikuta, K., Kitamura, S., Yamada, H., Yamamori, K., 2000. Roles of
melatonin in gonadal maturation of underyearling precocious male masu
salmon. General and Comparative Endocrinology, 120(2): 190-197.

Arendt, J., 1995. The pineal gland: basic physiology and clinical
implications. Endocrinology, 1: 432-44.

Atasoy, O. B., Erbas, O., 2017. Melatonin hormonunun fizyolojik etkileri FNG & Bilim
Tip Dergisi, 3(1):52-62

Bayarri, M. J., Rodriguez, L., Zanuy, S., Madrid, J. A., Sanchez-Vazquez, F. J., Kagawa,
H., Carrillo, M., 2004. Effect of photoperiod manipulation on the daily rhythms of
melatonin and reproductive hormones in caged European sea bass (Dicentrarchus
labrax). General and Comparative Endocrinology, 136(1): 72-81.

Bergmann, G., 1971. Elektronenmikroskopische Untersuchungen am Pinealorgan von
Pterophyllum scalare Cuv. et Val(Cichlidae, Teleostei). Zeitschrift fiir
Zellforschung and Mikroskopische Anatomie, 119(2): 257-288.

Boeuf, G., Payan, P., 2001. How should salinity influence fish growth?. Comparative
Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 130(4): 411-
423.

Breton, B., Mikolajczyk, T., Popek, W., 1993. The neuroendocrine control of the
gonadotropin (GtH2) secretion in teleost fish. Aquaculture: Fundamental and
Applied Research, 199-215

Bromage, N., 2001. The environmental requlation of maturation in farmed finfish with
special reference to the role of photoperiod and melatonin. Aquaculture, 197: 63-
98.

Bubenik, G. A., 2002. Gastrointestinal melatonin: localization, function, and clinical
relevance. Digestive Diseases and Sciences, 47(10): 2336-2348.

Cassone, V. M., 1990. Effects of melatonin on vertebrate circadian systems. Trends in
Neurosciences, 13(11): 457-464.

Chaudhuri, H., 1997. Environmental regulation of gonadal maturation and spawning in
fishes. Frontiers In Environmental and Metabolic Endocrinology, 91-100.
Concha, M. L., Wilson, S. W., 2001. Asymmetry in the epithalamus of vertebrates. The

Journal of Anatomy, 199(1-2): 63-84.

Confente, F., El M'Rabet, A., Ouarour, A., Voisin, P., De Grip, W. J., Rendon, M. C.,
Munoz-Cueto, J. A., 2008. The pineal complex of Senegalese sole (Solea
senegalensis): Anatomical, histological and immunohistochemical
study. Aquaculture, 285(1-4): 207-215.

Danulat, E., Selguk, B., 1992. Life history and environmental conditions of the anadromous
Chalcalburnus tarichi (Cyprinidae) in the highly alkaline Lake Van, eastern
Anatolia, Turkey. Archiv fiir Hydrobiologie 126(1): 105-125.

Delgado, M. J.,, Vivien-Roels, B., 1989. Effect of environmental temperature and
photoperiod on the melatonin levels in the pineal, lateral eye, and plasma of the



35

frog, Rana perezi: importance of ocular melatonin. General and Comparative
Endocrinology, 75(1): 46-53

Ekstrom, P., Foster, R. G., Korf, H. W., Schalken, J. J., 1987. Antibodies against retinal
photoreceptor-specific proteins reveal axonal projections from the photosensory
pineal organ in teleosts. Journal of Comparative Neurology, 265(1): 25-33.

Ekstrom, P., Meissl, H., 1997. The pineal organ of teleost fishes. Reviews in Fish Biology
and Fisheries, 7(2): 199-284.

Falcon, J., Bégay, V., Besse, C., Ravault, J. P., Collin, J. P., 1992. Pineal photoreceptor
cells in culture: fine structure, and light/dark control of cyclic nucleotide levels and
melatonin secretion. Journal of Neuroendocrinology, 4(5): 641-651.

Falcon, J., Migaud, H., Munoz-Cueto, J. A., Carrillo, M., 2010. Current knowledge on the
melatonin system in teleost fish. General and Comparative Endocrinology, 165(3):
469-482.

Filadelfi, A. M. C., Castrucci, A. M. D. L., 1996. Comparative aspects of the
pineal/melatonin system of poikilothermic vertebrates. Journal of Pineal
Research, 20(4): 175-186.

Firth, B. T., Kennaway, D. J., 1987. Melatonin content of the pineal, parietal eye and blood
plasma of the lizard, Trachydosaurus rugosus: effect of constant and fluctuating
temperature. Brain Research, 404(1-2): 313-318.

Foster, R. G., Hankins, M. W., 2002. Non-rod, non-cone photoreception in the
vertebrates. Progress in Retinal and Eye Research, 21(6): 507-527.

Garcia-Fernandez, J. M., Jimenez, A. J., Gonzalez, B., Pombal, M. A., Foster, R. G., 1997.
An immunocytochemical study of encephalic photoreceptors in three species of
lamprey. Cell and Tissue Research, 288(2): 267-278.

Garcia-Lopez, A., Pascual, E., Sarasquete, C., Martinez-Rodriguez, G., 2006. Disruption of
gonadal maturation in cultured Senegalese sole Solea senegalensis Kaup by
continuous light and/or constant temperature regimes. Aquaculture, 261(2): 789-
798.

Gern, W. A., Greenhouse, S. S., 1988. Examination of in vitro melatonin secretion from
superfused trout (Salmo gairdneri) pineal organs maintained under diel illumination
or continuous darkness. General and Comparative Endocrinology, 71(1): 163-174.

Gern, W., Dickhoff, W. W., Folmar, L. C., 1984. Increases in plasma melatonin titers
accompanying  seawater adaptation of coho salmon (Oncorhynchus
kisutch). General and Comparative Endocrinology, 55(3): 458-462.

Herrera-Pérez, P., Servili, A., Rendon, M. C., Sanchez-Vazquez, F. J., Falcon, J., Munoz-
Cueto, J. A., 2011. The pineal complex of the European sea bass (Dicentrarchus
labrax): 1. Histological, immunohistochemical and gPCR study. Journal of
Chemical Neuroanatomy, 41(3): 170-180.

Herwig, H. J., 1976. Comparative ultrastructural investigations of the pineal organ of the
blind cave fish, Anoptichthys jordani, and its ancestor, the eyed river fish, Astyanax
mexicanus. Cell and Tissue Research, 167(3): 297-324.

Ishikawa, Y., Inohaya, K., Yamamoto, N., Maruyama, K., Yoshimoto, M., ligo, M., Ito, H.,
2015. The parapineal is incorporated into the habenula during ontogenesis in the
medaka fish. Brain, Behavior and Evolution, 85(4): 257-270.

Kelestimur, H., 1996. insanda pineal bezin fonksiyonlar. Firat Universitesi Saghk
Bilimleri Dergisi, 10: 141-147.



36

Khan, I. A., Thomas, P., 1996. Melatonin influences gonadotropin Il secretion in the
Atlantic  croaker (Micropogonias undulatus). General and Comparative
Endocrinology, 104(2): 231-242.

Klein, D. C., 2007. Arylalkylamine N-acetyltransferase:“the Timezyme”. Journal of
Biological Chemistry, 282(7): 4233-4237.

Kulczykowska, E., Kalamarz, H., Warne, J. M., Balment, R. J., 2006. Day-night specific
binding of 2-[125 I] lodomelatonin and melatonin content in gill, small intestine and
kidney of three fish species. Journal of Comparative Physiology B, 176(4): 277.

Lee, P. P. N,, Shiu, S. Y. W,, Chow, P. H., Pang, S. F., 1995. Regional and Diurnal Studies
of Melatonin and Melatonin Binding Sites in the Duck Gastro-Intestinal
Tract. Neurosignals, 4(4): 212-224.

Lee, P. P. N., Shiu, S. Y. W., Chow, P. H., Pang, S. F., 1995. Regional and Diurnal Studies
of Melatonin and Melatonin Binding Sites in the Duck Gastro-Intestinal
Tract. Neurosignals, 4(4): 212-224.

Ligo, M. M., Kitamurai, S. S., Ikuta, K. K., Sanchez-Vazquezi, F. J. F., Ohtani-Kanekoi, R.
R., Hara, M. M., Aida, K. K., 1998. Regulation by light and darkness of melatonin
secretion from the superfused masu salmon (Oncorhynchus masou) pineal
organ. Biological Rhythm Research, 29(1): 86-97.

Ligo, M., Aida, K., 1995. Effects of season, temperature, and photoperiod on plasma
melatonin rhythms in the goldfish, Carassius auratus. Journal of Pineal
Research, 18(2): 62-68.

Lopez-Olmeda, J. F., Madrid, J. A., Sanchez-Vazquez, F. J., 2006. Melatonin effects on
food intake and activity rhythms in two fish species with different activity patterns:
Diurnal (goldfish) and nocturnal (tench). Comparative Biochemistry and
Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, 144(2): 180-187.

Maitra, S. K., Mukherjee, S., Hasan, K. N., 2015. Melatonin: endogenous sources and role
in the regulation of fish reproduction. Indoleamines: sources, role in biological
processes and health effects. Nova Science Publishers Inc, New York (NY): 43-77.

Maitra, S. K., Seth, M., Chattoraj, A., 2006. Photoperiod, pineal photoreceptors and
melatonin as the signal of photoperiod in the regulation of reproduction in fish. J.
Endocrinol. Reprod, 10(2): 73-87.

Mano, H., Kojima, D., Fukada, Y., 1999. Exo-rhodopsin: a novel rhodopsin expressed in
the zebrafish pineal gland. Molecular Brain Research, 73(1-2): 110-118.

Max, M., Menaker, M., 1992. Requlation of melatonin production by light, darkness, and
temperature in the trout pineal. Journal of Comparative Physiology A, 170(4): 479-
4809.

Muszus, F. J., 2009. The pineal gland of Arctic charr (Salvelinus alpinus L.): a survey of
seasonal melatonin production and gland ultrastructure (Master's thesis,
Universitetet 1 Tromsg).

Oguz, A. R, 2015. A histological study of the Kidney structure of Van fish (Alburnus
tarichi) acclimated to highly alkaline water and freshwater. Marine and Freshwater
Behaviour and Physiology, 48(2): 135-144.

Oguz, A. R., Unal, G. 2012. The Effects of 17p—Estradiol on Vitellogenin, Total Protein,
Histochemical, and Some Morphological Indices on Chalcalburnus tarichi. Journal
of the Institute of Natural & Applied Science, 17: 84-94.

Oguz, A. R., Unal, G., Kaptaner, B.,2015. Determination of plasma vitellogenin levels and
localization of vitellogenin in liver of Lake Van pearl mullet (Chalcalburnus tarichi
Pallas, 1811). Iranian Journal of Fisheries Sciences, 14(3): 546-554.



37

Oliveira, C., Duncan, N. J., Pousdo-Ferreira, P., Mafanos, E., Sanchez-Vazquez, F. J.,
2010. Influence of the lunar cycle on plasma melatonin, vitellogenin and sex
steroids rhythms in Senegal sole, Solea senegalensis. Aquaculture, 306(1-4): 343-
347.

Omura, Y., Ali, M. A, 1981. Ultrastructure of the pineal organ of the killifish, Fundulus
heteroclitus, with special reference to the secretory function. Cell and tissue
research, 219(2): 355-369.

Omura, Y., Kitoh, J., Oguri, M., 1969. The photoreceptor cell of the pineal organ of ayu,
Plecoglossus altivelis. Bull. Jap. Soc. Sci. Fish, 35: 1067-1071.

Pang, C. S., Ali, M. A,, Reddy, P. K., Leatherland, J. F., Brown, G. M., Pang, S. F., 1994.
A comparative study of picomolar affinity 2-[125 1] iodomelatonin binding sites in
the hearts of three salmonid species. Fish Physiology and Biochemistry, 13(5): 371-
378.

Papoutsoglou, S. E., 2012. Textbook of Fish Endocrinology. Nova Science Publishers, Inc.

Philp, A. R., Bellingham, J., Garcia-Fernandez, J. M., Foster, R. G., 2000. A novel rod- like
opsin isolated from the extra-retinal photoreceptors of teleost fish. FEBS
letters, 468(2-3): 181-188.

Popek, W., Breton, B., Sokolowska-Mikolajczyk, M., Epler, P., 1994. The effects of
bicuculline (a GABAA receptor antagonist) on LHRH-A and pimozide stimulated
gonadotropin (GtH2) release in female carp (Cyprinus carpio L.). Comparative
Biochemistry and Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and
Endocrinology, 108(1): 129-135.

Rad, F., Bozaoglu, S., Gozikara, S. E., Karahan, A., Kurt, G., 2006. Effects of different
long-day photoperiods on somatic growth and gonadal development in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus L.). Aquaculture, 255(1-4): 292-300.

Ralph, C. L., 1983. Ewvolution of pineal control of endocrine function in lower
vertebrates. American Zoologist, 23(3): 597-605.

Randall, C. F., 1991. Absence of an endogenous component regulating meltatonin secretion
in the rainbow trout. Adv Pineal Res, 5: 279-281.

Reiter, R. J., 1993. The melatonin rhythm: both a clock and a calendar. Experientia, 49(8):
654-664.

Reiter, R. J., 1996. Antioxidant actions of melatonin. Advances in pharmacology, 38: 103-
117.

Reiter, R. J., Tan, D. X., Mayo, J. C., Sainz, R. M., Leon, J., Czarnocki, Z., 2003.
Melatonin as an antioxidant: biochemical mechanisms and pathophysiological
implications in humans. Acta Biochimica Polonica, 50(4): 1129-1146.

Reiter, R. J., Tan, D. X., Manchester, L. C., Paredes, S. D., Mayo, J. C., Sainz, R. M., 2009.
Melatonin and reproduction revisited. Biology of reproduction, 81(3): 445-456.

Reppert, S. M., 1997. Melatonin receptors: molecular biology of a new family of G protein-
coupled receptors. Journal of Biological Rhythms, 12(6): 528-531.

Reppert, S. M., Weaver, D. R., Cassone, V. M., Godson, C., Kolakowski Jr, L. F., 1995.
Melatonin receptors are for the birds: molecular analysis of two receptor subtypes
differentially expressed in chick brain. Neuron, 15(5): 1003-1015.

Reppert, S. M., Weaver, D. R., Cassone, V. M., Godson, C., Kolakowski Jr, L. F., 1995.
Melatonin receptors are for the birds: molecular analysis of two receptor subtypes
differentially expressed in chick brain. Neuron, 15(5): 1003-1015.

Rincon Camacho, L., Morandini, L., Birba, A., Cavallino, L., Alonso, F., LoNostro, F. L.,
Pandolfi, M., 2016. The pineal complex: a morphological and immunohistochemical



38

comparison between a tropical (Paracheirodon axelrodi) and a subtropical
(Aphyocharax anisitsi) characid species. Journal of Morphology, 277(10): 1355-
1367.

Ron, B., Okimoto, D. K., 2002. Melatonin Release From The Pineals of Two Sparids.
In Melatonin After Four Decades (pp. 73-77). Springer, Boston, MA.

Schachner, M., Huang, S. K., Ziegelmiiller, P., Bizzini, B., Taugner, R., 1984. Glial cells in
the pineal gland of mice and rats. Cell and Tissue Research, 237(2): 245-252.

Siu, A. W., Reiter, R. J., To, C. H., 1998. The efficacy of vitamin E and melatonin as
antioxidants against lipid peroxidation in rat retinal homogenates. Journal of Pineal
research, 24(4): 239-244.

Siu, A. W.,, Reiter, R. J., To, C. H., 1998. The efficacy of vitamin E and melatonin as
antioxidants against lipid peroxidation in rat retinal homogenates. Journal of Pineal
Research, 24(4): 239-244,

Sundararaj, B. 1., 1981. Reproductive physiology of teleost fishes: a review of present
knowledge and needs for future research. United Nations Development Programme,
Rome, Project report—-ADCP. Project report-ADCP/REP/81, 16: 88-103.

Sen, F., Parug, S. S., Elp, M., 2015. Inci Kefali'nin (Alburnus tarichi, Giildenstidt, 1814)
Diinii, Bugiinii ve Gelecegi Uzerine Projeksiyonlar. Yiiziincii Yil Universitesi Tarim
Bilimleri Dergisi, 25(3): 347-356.

Takahashi, H., Kasuga, S., 1971. Fine structure of the pineal organ of the medaka, Oryzias
latipes. Hokkaido University Faculty of Fisheries research report 22(1): 1-9.

Tan, D. X., Xu, B., Zhou, X., Reiter, R. J., 2018. Pineal calcification, melatonin production,
aging, associated health consequences and rejuvenation of the pineal gland.
Molecules, 23(2): 301.

Unal, G., Karakisi, H., Elp, M., 2007. Levels of Some Ovarian Hormones in the Pre-and
Post Spawning Periods of Chalcalburnus tarichi Pallas, 1811, and the Postovulatory
Structure of Follicles. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences, 30(5):
427-434.

Vanecek, J., 1998. Cellular mechanisms of melatonin action. Physiological Reviews, 78(3):
687-721.

Vera, L. M., De Oliveira, C., Lopez-Olmeda, J. F., Ramos, J., Mananos, E., Madrid, J. A,
Sanchez-Vazquez, F. J., 2007. Seasonal and daily plasma melatonin rhythms and
reproduction in Senegal sole kept under natural photoperiod and natural or
controlled water temperature. Journal of Pineal Research, 43(1): 50-55.

Vigh, B., Rohlich, P., Gorcs, T., Silva, M. J. M. E., Sz, A., Feiér, Z.,Vigh-Teichmann, I.,
1998. The pineal organ as a folded retina: immunocytochemical localization of
opsins. Biology of The Cell, 90(9): 653-659.

Vigh-Teichmann, 1., Korf, H. W., Niirnberger, F., Oksche, A., Vigh, B., Olsson, R., 1983.
Opsin-immunoreactive outer segments in the pineal and parapineal organs of the
lamprey (Lampetra fluviatilis), the eel (Anguilla anguilla), and the rainbow trout
(Salmo gairdneri). Cell and Tissue Research, 230(2): 289-307.

Yazici, C., Kése, K., 2004. Melatonin: Karanligin antioksidan giicii. Erciyes Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi, 13(2): 56-65.

Yesilbas, A., 2019. Van Baliginda Ureme Gégii Sirasinda Osmoregiilasyonda Etkili Baz
Hormonlarin Incelenmesi. Yiksek lisans tezi. Van Yiziincii Y1l Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiist,

Zachmann, A., Ali, M. A., Falcon, J., 1992. Melatonin and its effects in fishes: an
overview. In Rhythmsin Fishes (pp. 149-165). Springer, Boston, MA.



39

Zachmann, A., Falcon, J., Knijff, S. C. M., Bolliet, V., Ali, M. A., 1992. Effects of
photoperiod and temperature on rhythmic melatonin secretion from the pineal organ
of the white sucker (Catostomus commersoni) in vitro. General and Comparative
Endocrinology, 86(1): 26-33.



0Z GECMIS

Elif ORGI, 1991 yiinda Van’da dogdu. Ilkdgretim ve ortadgretimi fkinisan Ilkogretim
Okulu'nda tamamladi Lise Ogretimini ise Van Atatirk Anadolu Lisesinde tamamladi 2009
yiinda Pamukkale Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimiine baslad. 1 yil Ingilizce
hazirlk egitimi aldiktan ve birinci smifi bitirdikten sonra Van Yiiziincii Y1 Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii'ne yatay gegis yaparak geri kalan egitimine burada devam etti ve
2014 yinda mezun oldu. Aym yi icerisinde Ozel bir hastanede 2 yil biyolog olarak calisti
2018 yilmm ekim aymda Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim dalnda Yiiksek lisansa
baglad1



VAN YUHADYEK

VAN YUzZUNCU YIL ONIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

ARASTIRMA KESIN SONUG ONAY BELGESI
VAN YUZUNCU YILUNIVERSITY (TURKEY)
ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE
RESEARCH FINAL REPORT APPROVAL CERTIFICATE

Arastirmanm Adi Van Bahiginda (4lburnus tarichi, Gildenstadt 1814) Pineal Bezin Anatomik,
Histolojik ve immiinohistokimyasal Olarak Arastirilmasi

Research Title Anatomical, Histological and Immunohistochemical Investigation of Pineal Gland in
Van Fish (4lburnus tarichi, Gilldenstadt 1814)
Yiritiicil / Chief investigator : Dog.Dr. Ahmet Regaib OGUZ

Arastirici(lar)
Investigator(s)

Yardima: Arastirici(lar) / Co-investigator(s): Elif ORGI

Arastirmanin Baglama Tarihi / Research Starting Date: 01/03/2020

Arastirmanin Bitis Tarihi / Research Completion Date: 01/11/2020

Proje Siiresi / Total Time of Project:10 ay/ 10 month

Proje No / Project Number: FYL-2020-8916

Arastirmayi Destekleyen Kurulus (varsa)/ Funding institution(s) (if available): Van Yizinci Yil University
Destek Sekli ve Miktan / Type and amount of funding: Master thesis project 13.787TL

Karar:
Yukarida bilgileri verilen aragtirma projesinin kesin sonug raporu Van Yuziincii Yil Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 31/12/2020 tarih ve 2020/12-20 sayili karari ile kabul edilmistir.
Decision:

Final report of the research project detailed above was approved by Van Yuzuncu Yil University Animal
Researches Local Ethic Committee in the session held on 31/12/2020. (decision number 2020/12-20).

/

of. Dr. Semiha DEDE

UYE/Member UYE/Member
L dan estin)
Prof, Dr. Siddik KESKIN Prof. Dr. Nalan OZDAL
UYE/Member ember

Prof. Dr. Atilla DURMUS Dog. DrmKUS Dog. Dr. Yildiray BASBUGAN

mber UYE/Member' ember
Dog. Dr. Hacer SAHIN ?
Dog. Dr. r Yilmaz DEMIR AYDINYURT Dr. Opr/Uyesi ¢ YUNUSOGLU

UYE/Member UYE/Member UYE/Member

Dr. Ogr. Uyesi ONALAN Vet. Hek. fsmail Hakki BEHCET | Zir. Mith. Kenan YILDIRIMOGLU




T.C
VAN YUZUNCU YIL UNIiVERSITESi
FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU
LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 13/01/2021

Tez Baghg1 / Konusu: ¢ Van Baliginda (Alburnustarichi Giildenstédt, 1814) Pineal Bezin Anatomik, Histolojik
ve Immiinohistokimyasal Olarak Arastiriimas1’

Yukarida basligr/konusu belirlenen tez ¢aligmamm Kapak sayfasi, Girig, Ana bdlimler ve Sonug
béliimlerinden olusan toplam 40 sayfalik kismma iliskin, 13/01/2021 tarihinde sahsim/tez danigmanim
tarafindan Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 1 (Bir) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmigtir:

- Kabul ve onay sayfastharic,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar haric,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga haric,

- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yaymlar haric,

- 7 kelimeden dahaaz ortiisme i¢eren metin kisimlart hari¢ (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Yil Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Almmasi ve Kullanilmasma liskin
Yonergeyi inceledim vebu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

13.01.2021
Tarih ve Imza

Adi Soyadr: Elif ORGI
Ogrenci No:18910001343
Anabilim Dal: Biyoloji Anabilim Dali

Programu:
Statiisii: Y. Lisans X Doktora O
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR

Dog. Dr. Ahmet Regaib OGUZ .
(Unvan, Ad Soyad, imza) (Unvan, Ad Soyad, Imza)




