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Arastirma Makalesi

Beslenme tipi ve yasam ortami farkl olan baliklarda immun sistem organlari:
I. On bobrek lizerinde histolojik ¢alismalar

Ulker Eren'” Miige Bozkurt?

IAdnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, Aydin/Tiirkiye. >’Adnan Menderes Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisd, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, Aydin/Tiirkiye.

OZET

Ozbilgi/Amag: Sunulan calismada, yasam ortami ve yeme aliskanlig farkli olan tic balikta, 6n bdbrek dokusunun histolojik ve
histokimyasal 6zelliklerinin karsilagtirmali olarak incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Aragtirmada materyal olarak; eriskin 15 adet deniz levregi (Dicentrarchus labrax L.,1758), 10 adet sudak
(Sander lucioperca L.,1758) ve 6 adet ot sazani (Ctenopharyngodon idella Val., 1844) kullanildi. On bébrek érnekleri % 10’luk
tamponlu notral formalin (NBF) ve Bouin tespit solusyonunda tespit edildiler. Doku kesitlerine lgli boyama yontemi, Gordon ve
Sweet’in gimisleme metodu, Verhoeff boyama metodu, PAS reaksiyonu ve methyl green pyronin boyama yéntemleri uygulandi.
Bulgular ve Sonug: On bébregin deniz levregi ve sudakta hematopoetik 6zellikte oldugu, ot sazaninda ise hemapoetik dokunun
glomerular bobrek dokusu ile birarada bulundugu gorildi. Her g balikta da melanomakrofaj merkezleri gozlendi. Deniz levregi
ve sudakta endokrin hiicre gruplari da gozlenirken ot sazaninda rastlanmadi. Her U balikta da miyeloid hiicreler ve makrofajlar
PAS pozitif reaksiyon verdiler. Ayrica deniz levreginde mast hiicreleri, sudakta retikulum hicreleri de PAS pozitivitesi gosterdiler.
Her Ug¢ balikta da 6n bébrek dokusunda pirorinofilik plazmoblast ve plazma hiicreleri tespit edildi. Aragtirma sonunda, 6n bobrek
dokusunun hem hemopoetik 6zellikte oldugu hem de savunmada rol aldigi goruldi. Karnivor baliklarin 6n bobreginin savunma
ozelliklerinin, herbivor olan tiire gore daha gelismis oldugu sonucuna varildi. Bu durumda, incelenen baliklarda, 6n bobrekteki
savunma mekanizmasi Uzerine, suyun tuzlulugundan ziyade yeme aliskanliginin olusturdugu ortamin daha etkili oldugu ileri

surdlebilir.
Anahtar kelimeler: Dicentrarchus labrax, Sander lucioperca, Ctenopharyngodon idella, 6n bébrek, histoloji.

The immune system organs in fishes with different feeding behavior and habitats:
I. Histological studies on head kidney

ABSTRACT

Background/Aim: The aim of this study was to investigate histological and histochemical differences of the head kidney tissue
among three fish with different feeding behavior and habitats.

Material and Method: As a material, adult fifteen sea basses (Dicentrarchus labrax L., 1758) and ten zanders (Sander lucioperca L.,
1758), and six grass carps (Ctenopharyngodon idella Val., 1844) were used. Head kidney tissues were fixed in 10 % neutral buffered
formalin (NBF) and Bouin’s solution. The tissue sections were stained using triple, Gordon and Sweet’s silver staining, Verhoeff’s
stain, PAS reaction and methyl green pyronin staining methods.

Results and Conclusion: It was observed that the head kidney is hematopoietic organ of sea bass and zander but hematopoietic
tissue and portions of nephrotic tissue, both were found in head kidney of grass carp. In all three fishes, melanomacrophage
centers were seen. Even though clusters of endocrine cells were seen in sea bass and zander, they were not present in grass carp.
Myeloid cells and macrophages were giving a positive PAS reaction. Moreover mast cells in sea bass and reticular cells in zander
were stained with pas reaction. In all three fishes, pyroninophilic plasmablasts and plasma cells were observed in head kidney.
At the end of the research, it was seen that the head kidney is hematopoietic and defensive organ. In addition, research result
showed that carnivorous fishes have more advanced defensive properties head kidney than herbivores. In this case, it can be
affirm that the environment which connected to eating habits more effective on defens mechanism rather than the water’s
salinity in head kidney of examined fish.
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Giris

Omurgali olarak tanimlanabilen ilk fosil, zirhli  balik
Ostracoderm’lerdir. Bunlarin giinimuzdeki temsilcisi, ¢cenesiz
balik Agnatha (hagfish and lampreys) olarak bilinir. Ceneli
baliklar 400 milyon yil 6ncesine dayanir ve onlarin torunlari
tath ve tuzlu sularin kikirdakli (Chondrichthyes) ve kemikli
(Osteichthyes) baliklaridir (Zapata ve ark., 1996; Zimmer, 2000).
Yasayan omurgalilarin 55000 tlrdndn yarisindan fazlasini
olustururlar. Bu olaganiistlii taksonomik cesitlilikle birlikte,
ayni derecede etkileyici bir habitat gesitliligi de vardir. Baliklar
gollerde, yilin blylk bir kismi buzlarla gevrili olan kutuplarda,
tropikal batakliklarda, gegici olusan gelgit havuzlarinda,
okyanuslarin derinlerinde ve daha birgok yerde, neredeyse tim
onemli sucul habitatlarda bulunurlar. Boyle farklh gevrelerde
gelismek ve kolonize olmak igin oldukga belirgin bir sekilde
anatomik, fizyolojik, davranigsal ve ekolojik adaptasyonlar
gelistirmislerdir (Helfman ve ark., 2009).

Baliklarin yasam vyeri olan akvatik habitatlar, deniz ve tath su
habitatlari olmak Uzere, baslica iki grupta toplanabilir. Baliklar
denizlerde ya pelajik yani su kitlesi icinde ya da bentik, yani
zeminle iliskili olarak yasarlar. Tatli su ortamlarindan yeristu
sulari, lentik otam (durgunsular) ve lotik ortam (akarsular)
olmak Uzere baslica iki gruba ayrilirlar (Demir, 1992).
Omurgalilarin  kabaca vyarisini olusturan balik tirlerinin
%95’inden fazlasini, 23500°’den fazla olan tiriyle, kemikli
baliklarin, 1sin yiizgegli baliklari olusturur. Isin ylzgegli baliklarin
% 99,8'ini de teleost baliklar olusturur (Volf, 2005; Near ve ark.,
2012).

Baliklar, tath sulardan, aci su ve deniz suyuna kadar
degisen biyotoplarda yasamlarini devam ettirirler (Wurts,
1998). Baliklarin yasam ortamindaki mikrobiyal ortamin
kompozisyonunun, suyun tuzlulugu ile ¢ok yakin korelasyonda
oldugu tespit edilmistir (Lozupone ve Knight, 2007). Dolayisiyla
baliklarda intestinal mikrobiata da suyun tuzlulugu ile yakin
iliskidedir (Sullam ve ark., 2012). ilaveten baliklarin yeme
ahskanlhklari gastro intestinal mikrobiyatanin kompozisyonu
ve fonksiyonlari icin 6nemli olmaktadir (Ringo ve ark.,
2006a). Kisaca, balklarin bulundugu ortamin tuzlulugu ve
yeme aliskanhklarina bagli olarak, balgin karsikarsiya oldugu
mikrobiyal ortam olusmaktadir.

Baliklar yeme aliskanliklari agisindan, karnivor, herbivor,
omnivor ve limnivor olmak lzere dort temel grup olustururlar
(Agbon ve ark., 2016). Baliklar, suda bulunan fitoplankton
(bitkisel 6zellik gosteren, su ve nemli yerlerde yasayabilen tek
hicreli canli), zooplankton (hayvansal 6zellik gésteren, su ve
nemli yerlerde yasayabilen tek hiicreli canl), plankton olmayan
diger organizmalar, bitkiler ve diger baliklarla beslenirler
(Ekingen, 2001).

Biyotik ve abiyotik ekolojik faktérler immun sistemin evrimini
belirler (Schulenburg ve ark., 2009). Baliklarin immun
sistemi, 6zellikle bulunduklari akuatik ortam ile ayni zamanda
sogukkanli olmalari ile kosullandiriimaktadir (Tort ve ark.,
2003). Baliklarin bulunduklari gevrede, sicaklik, besinlere
erisebilirlik, patojenlerin genetik farkhhklari gibi degisken
olan gevresel kosullara bagh olarak gelisen immun 6zellikler,
baliklarin bulunduklari gevrede yasama ve ¢ogalma sansini
artirmaya yoneliktir (Segner ve ark., 2012).

Teleost baliklarda kemikiligi ve lenf diglimi bulunmaz, esas

lenfoid organlari 6n bobrek, timus, dalak ve mukoza iligkili
lenfoid dokudur (Meseguer ve ark., 1995; Zapata ve ark., 2006).
Baliklarda 6n bobrek eritroid, lenfoid ve miyeloid hicrelerin
Uretildigi yerdir (Willett ve ark., 1999; Romano ve ark., 2002).
Tath su teleostlarinda timus gelisen ilk lenfoid organ olmakla
beraber, hematopoetik prekiirsérler ilk olarak bébrekte goralir.
Tuzlu su teleostlarinda ise yine ilk hematopoetik prekiirsorler
bobrekte goralir (Padros ve Crespo, 1996).

Balik yetistiriciliginde, yuksek nitelikte balik tretmek ve uygun
blylme kosullarini elde edebilmek 6nemlidir. Bu amagla
glnumuzde baliklarin beslenmesi, stres kosullarinin azaltilmasi
ve baliklarin hastaliklardan korunmasi amaciyla ¢ok sayida
bilimsel ¢alisma yapilmaktadir. Beslenme dahil s6z konusu
calisma alanlarinin hepsi baligin savunma mekanizmasiyla
dogrudan baglantili olmaktadir.

Balik Ureticiliginde Gretimin devami, balik saghginin korunmasi
ile mimkinddr. Birgok teleost balik tiirlinde, immunite tizerine,
histolojik ve molekiler diizeyde gok gesitli galismalar yapiimistir.
Beslenme ve yagam ortami farkliligi agisindan ise tiirler arasinda
immun sistem organlari ile ilgili histolojik, karsilastirmal bir
¢alismaya rastlanamamistir. Oysa konak-patojen etkilesimi,
cevre tarafindan glicli bir sekilde yonetilmektedir (Harwell ve
ark., 2002).

Yasam ortami ve yeme aliskanhklar farkh olan baliklarin,
immun sistem organlarinin da farkli 6zelliklerde olabilecegi
hipotezine dayanarak, 6n bobrek ve dalagin karsilastirmali
olarak arastirilmasi gerektigi dusiinilmistir. ik asamada
sunulan bu galismada, tuzlu suda ve tath suda yasayan
karnivor baliklar ile tatli suda yasayan herbivor balikta 6n
bobregin incelenerek, beslenme ve yasam ortami farkhhginin,
histolojik ve histokimyasal farkhhk olusturup olusturmadiginin
arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Sunulan arastirma, ADU-HADYEK tarafindan,
B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-HEK/2008/51 nolu karar ile
onaylanmistir. Arastirmada karnivor baliklara 6rnek olarak
tuzlu su baligi Dicentrarchus labrax L.,1758 (deniz levregi) (Sekil
1A) (Abbate ve ark., 2012) ve tath su bahgi Sander lucioperca
L.,1758 (sudak) (Sekil 1B) (Ozyurt ve ark., 2012), herbivor balik
ornegi olarak da Ctenopharyngodon idella Val., 1844 (ot sazani)
(Sekil 1C) (Cudmore ve Mandrak, 2004) belirlendi. Teleost
baliklardan olan, deniz levregi, sudak ve ot sazani’nin omurgali
sistematigindeki yeri su sekildedir (Demirsoy, 1998).
Stiper Classis: Pisces (Baliklar)
Classis 2: Osteichytes (Kemikli Baliklar)
Subclassis: Actinopterygii (Isinh yiizgegliler)
Super Ordo: Teleostei (Tipik Kemikli Baliklar)
Ordo: Cypriniformes (Sazangiller)
Super familia: Cyprininae
- Ctenopharyngodon idella (grass carp, ot sazani)
Ordo: Perciformes (Levrekler)
Familia: Percidae
- Sander lucioperca (zander, sudak)
Familia: Moronidae
- Dicentrarchus labrax (sea bass, deniz levregi)

Deniz levregi, Latmos Su Uriinleri (Didim/AYDIN); sudak,

Tablo 1. Materyal olarak kullanilan baliklarin boy ve agirlik degerleri

Table 1. Length and weight values of fish used as material

Materyal Catal boy Total boy Agirlik

Deniz levregi 30cm 32cm 400 gr
Sudak 25cm 26 cm 130 gr
Ot sazani 75 cm 80 cm 3500 gr
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Seyhan Baraj Golii (ADANA); ot sazani ise Akdeniz Su
Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim Enstitiisii (Kepez Mevkii/
ANTALYA)'nden saglandi.

Arastirmada, eriskin ve saglikli olan, 15 adet deniz levregi,
10 adet sudak ve 6 adet ot sazani materyal olarak kullanildi.
Baliklar, MS222 (tricaine methanesulfonat, Sandoz) (10 litre
su / 1 gram MS222) ile (Ortuno ve ark. 2002) derin anesteziye
alindiktan sonra tartildilar, ¢atal ve total boylari 6lglildi (Tablo
1). Dekapitasyon islemi uygulandiktan sonra karin bosluklari
acilarak bobrek dokusu 6rnekleri alindi.

Alinan doku o6rnekleri parafin kesitler icin % 10’luk tamponlu
noétral formalin (Neutral Buffered Formalin, NBF) ve Bouin tespit
solusyonuna alindilar. Her bir tespit solusyonuna, 15 adet deniz
levregi, 10 adet sudak ve alti adet ot sazani 6n bobrek doku
ornegi alindi. Dokular, % 10’luk NBF'de 24 saat ve Bouin tespit
solusyonunda 6 saat tespit edildi; NBF ile tespit edilen doku
ornekleri bir gece akarsuda yikamaya alindi. Bouin solusyonu
ile tespit edilen doku 6rnekleri ise tespit sliresi sonunda 12 saat
%70 alkolde bekletildi. Rutin doku takibinden sonra dokular
parafine gomduldi. Parafin bloklardan her bir boyama yontemi
icin, 5 w kalinhginda, 80 W arayla, beser kesit alindi.

Dokularin genel gorinimi igin kesitlere Ugli boyama
(Crossman, 1937) yontemi uygulandi. Retikulum ipligi icin
Gordon ve Sweet’in giimiisleme metodu, elastik iplikler igin
Verhoeff boyama metodu, PAS pozitif hlcreler igin periyodik
asit Schiff (PAS) reaksiyonu, plazma hiicreleri igin methyl gren
pyronin boyama yéntemleri uygulandi (Culling ve ark., 1985).
Hazirlanan preparatlar isik mikroskobu (Leica DMLB) ve buna
bagh gorunti analiz sistemi (Q-WinStandard) yardimi ile
incelendi. incelenen kesitlerin gerekli gériilen kisimlarinin
fotograflari gekildi.

Sekil 1. Arastirmada kullanilan baliklar. A. Deniz levregi (Dicent-
rarchus labrax L.,1758), B. Sudak (Sander lucioperca L.,1758),
C. Ot sazani (Ctenopharyngodon idella Val., 1844).

Figure 1. The fishes used in research . A. Sea bass (Dicentrarc-
hus labrax L.,1758), B. Zander (Sander lucioperca L.,1758), C.
Grass carp (Ctenopharyngodon idella Val., 1844).

Bulgular

Yapilan deneme boyamalari sonucunda, Ugli boyama igin
Bouin, diger boyama metotlariigin ise NBF tespit solusyonunun
daha uygun sonug verdigi tespit edildi.

incelenen her i¢ balikta da b&brek kapsiiliiniin ince oldugu
goriildi. On bobregin deniz levregi ve sudakta hematopoetik
ozellikte oldugu, ot sazaninda ise hemapoetik dokunun
glomerular bobrek dokusu ile birarada bulundugu gozlendi
(Sekil 2). Ayrica deniz levregi ve sudakta endokrin hiicre alanlari
dikkati cekti (Sekil 2). Hematopoetik dokuda eritroid, lenfoid ve

miyeloid hiicre gruplari ve kan damarlari gézlendi (Sekil 2).

Her (i¢ balikta da melanomakrofaj merkezleri ayirt edildi
(Sekil 3). Melanomakrofaj merkezlerinin farkhhklara sahip
olduklari gozlendi. Bazi melanomakrofaj merkezlerinin
bagdoku elemanlari ile kapsil benzeri sinirlandiriimis oldugu
(Sekil 3A) dikkati cekti. Melanomakrofaj merkezlerindeki
makrofajlardaki pigmentler sari, kahverengi ve siyah olarak
gozlendi. Sudakta melanin birikiminin en fazla oldugu (Sekil
3B), Ozellikle damarlarin yakinlarinda yerlestikleri goruldi. Ot
sazaninda ise melanomakrofaj merkezlerindeki hicrelerde
melanin miktarinin oldukga az oldugu ayrica sari ve kahverengi
pigment bulundugu gorilda (Sekil 3C). Ayrica her g balikta
da makrofajlarin tek tek ya da ikili Ggli gruplar halinde de
bulunabildigi dikkati cekti.

On bobrek dokusunda retikulum iplikleri incelendiginde,
kapsiilde, parensimde ve damarlarin gevresinde bulundugu
goriildi. Ozellikle deniz levreginde daha fazla miktarda olan
retikulum ipliklerinin, dokunun igine dogru trabekil benzeri
bolmeler olusturdugu (Sekil 4A), paransimde ise hem deniz
levregi hem de sudakta ag benzeri bir yapi sekillendirdigi
dikkati cekti (Sekil 4A, B). Ot sazaninda retikulum ipliklerinin
miktar olarak daha az oldugu gozlendi (Sekil 4C).

On bébrek dokusunda elastik iplik varligi arastirildi. Deniz
levregi (Sekil 5A) ve sudakta (Sekil 5B) elastik ipliklere kapstilde,
trabekiil benzeri bélmelerde, doku igerisinde, melanomakrofaj
merkezlerinin etrafinda rastlandi. Ot sazaninda ise elastik
ipliklerin damarlarin etrafinda daha belirgin olarak yer adig
gozlendi (Sekil 5C).

On bébrek dokusunda her ii¢ balikta da PAS pozitif hiicreler
tespit edildi. Deniz levreginde miyeloid hlcreler (Sekil 6A),
mast hiicreleri ve makrofajlarin PAS pozitif reaksiyon verdikleri
gorildi (Sekil 6B, C). Sudakta, melanomakrofaj merkezlerinde
melanin igeriginin fazla olmasina bagh olarak, daha az sayida
makrofajin PAS reaksiyon verdigi gozlendi. Ayrica farkli olarak
sudakta retikulum hiicrelerinin de PAS pozitif reasiyon verdikleri
tespit edildi (Sekil 7A, B). Ot sazani bobreginde ise miyoloid
seri hicrelerin ve melanin miktari yok denecek kadar az olan
makrofajlarin, kuvvetli PAS reaksiyonu verdikleri gérulda (Sekil
8).

On bébrek dokusunda plazma hiicrelerinin varligi da arastirildi.
Deniz levreginde (Sekil 9A), sudakta (Sekil 9B) ve ot sazaninda
(Sekil 9C) 6n bobrek dokusunda pironin pozitif hiicreler olarak
plazmoblast ve plazma hiicreleri ayird edildi.

Tartisma ve Sonug

Baliklarda on bobrek dokusunun memelilerdeki kemikiligi
gibi hematopoetik ozellikte oldugu daha o6nce bildirilmistir
(Fange, 1986; Esteban ve ark., 1989; Meseguer ve ark., 1990;
Meseguer ve ark., 1995; Zvollo ve ark., 2005; Zapata ve ark.,
2006; Kondera, 2011). Sunulan galismada 6n bobrek dokusu
deniz levregi, sudak ve ot sazaninda histolojik ve histokimyasal
olarak incelendi. Her Ug balikta da ince bir kapsiile sahip olan
6n bobrek dokusunun parensim kisminin deniz levregi (Esteban
ve ark., 1989; Meseguer ve ark., 1990, 1991) ve sudakta daha
yogun olmak lzere hematopoetik 6zellikte oldugu gorulda.
Yapilan literatlir taramasinda sudak ©n bobrek dokusu
ile ilgili histolojik, tanimlayici bir galismaya rastlanamadi.
Bunun yaninda, ot sazaninda hematopoetik doku ile birlikte
nefrotik dokunun da bulundugu dikkati ¢ekti. Morovvati
ve ark. (2006), de ot sazaninda yaptiklari ¢alismada yogun
hematopoetik dokunun arasinda ekskretor tubuller ile birlikte
glomeruluslarin da oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte
Kondera ve ark. (2012), ot sazani 6n bobreginin oldukga yiksek
hemopoetik, 6zellikle eritropoietik kapasiteye sahip oldugunu
gostermislerdir.
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Sekil2. Onbobrekdokusunun histolojikgériinimi. UgliiBoyama.

Levrek: A. Ht: Hematopoetik doku, La: Lenfoid alan,
Ea: Eritroid alan, ec: Endokrin hucreler, *: Sinuzoidler.
B. L: Lenfoid alan, E: Eritroid alan, mm: Melanomakro-
faj merkezi, S: Sinuzoidler, ok: Miyeloid seri hucreleri.
Sudak: A. S: Sinuzoidler, E: Eritroid alanlar, L: Lenfositler, ok: Mi-
yeloid hiicre. B. ht: Hematopoetik doku, ec: Endokrin hiicreler.
Ot sazani: A. L: Lenfoid alan, E: Eritroid alan, a: Arter, g: Glome-
rulus, t: Bobrege ait tubuler yapi. B. v: Vena, L: Lenfoid alan.

Figure 2. Histological appearnce of head kidney. Trip-
le staining.Sea Bass: A. Ht: Hemopoietic tissue, La: Ly-
mphoid area, Ea: Erytroid area, Ec: Endocrine cells,
*Sinusoids. B. L: Lymphoid area, E: Erytroid area, mm: mela-
no-macrophagecenter,S:Sinusoids,arrow:Cellsof myeloidseries.
Zander:A.S:Sinusoids, E:Erytroidarea, L:Lymphocytes,arrow:Cell
of myeloid series. B. Ht: Hemopoeietic tissue, ec: Endocrine cells.
Grass carp: A. L: Lymphoid area, E: Erytroid area, a:Artery, g:G-
lomerulus, t: tubular structure of kidney. B. V: Vein, L: Lymp-
hoid area.
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Sekil 3. Sudakta (A, B) ve Ot sazaninda (C) 6n bobrek dokusun-
da melanomakrafaj merkezlerinin gériinimii. Uclii boyama. A.
Hematopoetik dokuda damarlarin yakininda melenomakrofaj
merkezi. mm: Kapsul benzeri sinirlandiriimis melanomakrofaj
merkezi, V: Damar. B. Endokrin dokuda melanomakrofaj mer-
kezi. ec: Endokrin hiicreler, mm: Melanomakrofaj merkezi, V:
Damar. C. melanomakrofaj merkezleri. ht: Hematopoetik doku,
mm: Cizgi ile sinirlandirilmis melanomakrofaj merkezleri (ok-
lar), g: Glomerulus, t: Tubulus.

-
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Sekil 4. On bébrek dokusunda hematopoetik alanda retikulum
ipligi gorinimu. Gordon ve Sweet’in gimisleme metodu. A.
Deniz levregi 6n bébreginde retikulum ipligi gériinimu. V: Da-
mar, a: Trabekl benzeri yapi, Oklar: Ag gériinimi. B. Sudakta
Oon bobreginde retikulum ipligi gérinim. c: Kapsdl, V: Damar,
oklar: Retikulum ipligi. C. Ot sazani 6n bobreginde retikulum
ipligi goriinima. Oklar: Retikulum ipligi

Sunulan arastirmada her Ug balikta da 6n bobrek dokularinda
eritropoietik alanlar, miyeloid seri hiicreler ve lenfoid alanlar
tespit edilmistir. Deniz levreginde arastiricilar 6n bobrek
dokusunda eritropezis ve trombopoezis (Esteban ve ark., 1989)
ile granulopoezisin (Meseguer ve ark., 1990) gerceklestigini
bildirmislerdir.

Calisma materyalinde tespit edilen lenfoid alanlardaki
hiicreler lenfositler ve monositler olabilirler. S6z konusu bulgu
arastiricilarin bulgulariyla uyumludur. Sazangillerden Squalius
cephalus (L.) 6n bdbreginde calisan Kondera (2011), lenfoid
seri hiicrelerin en fazla oranda bulundugunu belirtmislerdir.
Nitekim 6n bobregin ayni zamanda lenf duglimi anologu
olarak calstigi da ileri surilmustir (Kaattari ve Irwin, 1985).
Zvollo vd. (2005), gokkusag alabaliklarinda boébrekte B lenfosit
prekirsorlerini ve plazma hiicrelerini tespit etmisler ve on

AR e

e : -:""# o 5 ERST T """.':}
Figure 3. Appearence of melano-macrophage centers in head
kidney of zander (A, B) and grass carp (C). Triple staining. A.
Melano-macrophage center at near the vessels in hematopo-
ietic tissu, V: Vessel. B: Melano-macrophage center in endocrin
tissue. ec: Endocrine cells, mm: melanomacrophage center,
V: Vessel. C. Melano-macrophage centers. Ht: Hematopoietic
tissue, mm: melano-macrophage centers which restricted with
line (arrows), g: Glomerulus, t: Tubulus.
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Figure 4. Appearence of reticular fibers at hematopoietic area
of head kidney. Gordon and Sweet’s silver staining method. A.
Appearence of reticular fibers in head kidney of sea bass. V:
Vessel, a: Trabecule like structure, Arrows: Reticular formation.
B. Appearence of reticular fibers in head kidney of zander. C:
Capsule, V: Vessel, Arrows: Reticular fibers. C. Appearence of
reticular fibers in head kidney of grass carp. Arrows: Reticular
fibers.

bdbregin  hematopoetik 6zelligi yaninda humoral immun
yanitin olustugu bir organ oldugunu bildirmislerdir. T lenfositler
memelilerde oldugu gibi baliklarda da timusta sekillenmekle
beraber (dos Santos ve ark., 2000), olgun T lenfositlere bobrek
dokusunda da rastlanmaktadir (Scapigliati ve ark., 1995;
Nakanishi ve ark., 2015).

Baliklarda 6n bobrek ayni zamanda memelilerdeki adrenal
bezlerin homologu olan, kortikosteroid ve diger hormonlari
salgilayan, endokrin hiicre gruplarini barindinr. Bu sekilde
on bobrek, baliklar igcin néroimmunoendokrin baglantilari ile
6nemli bir organdir (Tort ve ark., 2003). Yapilan arastirmada
endokrin hiicre gruplari deniz levregi ve sudagin 6n bobreginde
gorilmistir. Bunun yaninda ot sazaninda doku alinan bélgede
endokrin hiicre gruplarina rastlanmamistir. Abelli ve ark.
(1996) deniz levreginde 6n bobrekte adrenalin ve noradrenalin
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Sekil 5. On bobrek dokusunda hematopoetik alanda elastik ip-
lik gorinimu. Verhoeff’un elastik iplik boyama metodu. A. De-
niz levregi 6n boébrek dokusunda elastik ipliklerinin gérinim.
V: Vena, mm: Melanomakrofaj merkezi, oklar: Elastik iplikler.
B. Sudak 6n bobrek dokusunda elastik ipliklerinin gériinim.
V: Vena, c: Kapsdl, oklar: Elastik iplikler. C. Ot sazani 6n bdbrek
dokusunda elastik ipliklerinin goérinim. a: Arter, ok: Elastik
iplikler.

e T

Sekil 6. Deniz levreginde 6n bobrek dokusunda PAS reaksiyonu
veren hicrelerin gorinimi. PAS boyama metodu. A. Miyeloid
hicrelerin gériinima (oklar), B. PAS pozitif hiicreler. Mast hiic-
resi (ok basi), makrofaj (ok), C. Melanomakrofaj merkezi (mm)
ve PAS pozitif reaksiyon veren hiicreler (oklar).

salgilayan hicreleri géstermislerdir. Sudakta ve ot sazaninda
on bobrekte endokrin hiicre ile ilgili herhangi bir kaynaga
rastlanamamistir.

Sunulan  ¢alismada  bitin  6n  bébrek  drneklerinde
melanomakrofaj merkezleri  gézlendi. Melanomakrofaj
merkezlerinin baliklar arasinda farkliliklara sahip oldugu
gorildu. Bazi melanomakrofaj merkezlerinin kapsiil benzeri
sinirlandirilmis olduklari dikkati gekti. Meseguer ve ark. (1994)
deniz levreginde 6n bobrekte melanomakrofaj merkezlerinden
blyuk olanlarin yassilmis fibroblast benzeri retikulum hiicreleri
ile sinirlandiriimis oldugunu gostermislerdir. Sunulan ¢alismada
da benzer bulgu kaydedilmistir. Sudakta melanin birikiminin
en fazla oldugu, 6zellikle damarlarin yakinlarinda yerlestikleri
gorildu. Ot sazaninda ise melanomakrofaj merkezlerindeki
hicrelerde melanin miktarinin oldukga az oldugu gorilda.
Ayrica her Ug balikta da makrofajlarin tek tek ya da ikili Gglu

Figure 5. Appearence of elastic fibers at hematopoietic area
in head kidney. Verhoeff’s elastic fiber staining method. A. Ap-
pearence of elastic fibers in head kidney of sea bass. V: Vein,
mm: Melano-macrophage center, arrows: Elastic fibers. B. Ap-
pearence of elastic fibers in head kidney of zander. V: Vein, c:
Capsule, arrows: Elastic fibers. C. Appearence of elastic fibers in
head kidney of grass carp. A: Artery, arrow: Elastic fiber.

cev P

Figure 6. Appearence of PAS positive cells in head kidney of
sea bass. PAS staining. A. Myeloid cells (arrows), B. PAS posi-
tive cells. Mast cell (arrow head), macrophage (arrow). C. Me-
lano-macrophage center (mm) and PAS positivr cells (arrows).

gruplar halinde de bulunabildigi dikkati cekti.

Deniz levregi 6n bobregi stromasinda Meseguer ve ark. (1991),
fibroblast benzeri retikulum hiicreleri, makrofaj tipi retikulum
hiicreleri az miktarda retikulum iplikleri ve adventisyal
hiicrelerle sinirli sinuzoidlerden bahsetmektedirler. Sunulan
¢alismada 6n bobrek dokusu stromasinda retikulum ipliklerinin
kapsilde, parensimde ve damarlarin gevresinde bulundugu
gorildi. Ozellikle deniz levreginde daha fazla miktarda olan
retikulum ipliklerinin, dokunun igine dogru trabekil benzeri
bolmeler olusturdugu, paransimde ise hem deniz levregi hem
de sudakta ag benzeri bir yapi sekillendirdigi dikkati ¢ekti. Ot
sazaninda retikulum ipliklerinin miktar olarak daha az oldugu
gozlendi. Imagava ve ark. (1994) sazan (Cyprinus carpio) on
bobrek damarlarinda bagdokusu ipliklerini gostermislerdir.

On bobrek dokusunda elastik iplik varligi arastirildi. Deniz
levregi ve sudakta elastik ipliklerin kapsiilde, trabekil benzeri
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Sekil 7. Sudak 6n bobrek dokusunda PAS reaksiyonu veren
hicrelerin goriiniimi. PAS boyama metodu. A. PAS reaksiyonu
veren hicreler (oklar), B. PAS pozitif reaksiyon veren retikulum
hicrelerinin yakin goriinima (oklar).

Figure 7. Appearence of PAS positive cells in head kidney of
zander. PAS staining. A. PAS positive cells (arrows), B. Enlarged
image of PAS positive reticular cells (arrows).

Sekil 8. Ot sazani 6n bobrek dokusunda PAS reaksiyonu veren
hlcrelerin goriinim. PAS boyama metodu. A. PAS reaksiyonu
veren miyeloid seri hiicreleri (oklar) makrofajlar (ok baslari), g:
Glomerulus, B. Melanomakrofaj merkezinde kuvvetli PAS pozi-
tif reaksiyon veren makrofajlar (ok basi), mm: Melanomakrofaj
merkezi, PAS pozitif miyeloid hiicreler (oklar), g. Glomerulus. C.
Miyeloid seri hiicrelerinin blyuttlmus goriinttsu (oklar).

bélmelerde, doku igerisinde, melanomakrofaj merkezlerinin
etrafinda bulundugu gorildi. Ot sazaninda ise elastik ipliklerin
damarlarin etrafinda daha belirgin olarak yer aldigi dikkati
cekti. On bobrek dokusunda elastik ipliklerle ilgili bulgu veren
bir kaynaga rastlanamadi.

Sunulan galismada deniz levregi, sudak ve ot sazani 6n bobrek
dokularinda PAS pozitif hiicreler tespit edildi. Deniz levreginde

Figure 8. Appearence of PAS positive cells in head kidney of
grass carp. PAS staining. A. PAS positive myeloid cells (arrows)
and macrophages (arrow heads), g: Glomerulus, B. Intens PAS
positive reaction of melano-macrophage center (arrow head),
mm: Melano-macrophage center, PAS positive myeloid cells
(arrows), g: Glomerulus. C. Enlarged image of Myeloid serial
cells (arrows).

miyeloid hicreler, mast hiicreleri ve makrofajlarin PAS pozitif
reaksiyon verdikleri goriildl. Barber ve Westermann (1978)
30 farkh tar tath ve tuzlu su baligi kan hiicrelerinden heterofil
granulositlerde PAS pozitivitesi tespit etmislerdir. Tavares-
Dias (2006) farkli tur tath su balklarinda yaptigi calismada
trombosit, notrofil ve eozinofillerde PAS pozitivitesinden,
glikojen igeriginin varligindan bahsetmektedir. Noya ve Lamas



Eren ve Bozkurt

Baliklarda immun sistem organlari

516
- -
= o i ] 1
vln'.' ‘: o A
_J -
L L & .
- " ¥ a
- o ‘
z" # » . -
o _ ol -
‘ $ & v »e N
o = =8P
s -
» 5 g ¥ . .,:.i
4 i - B o
- . K v s & W,
, £ " L T
: e ¥ e e E]
v ad » s 1 u
il W i (. [ = i I-.
;. @ 1 : E M
£ . -
& - "‘ & - .
1opm - . p—y : - -5 S x
A — Ba~  » On-t aC 1y pem
" 1] 1* ™ ==}
— b .

Sekil 9. Levrek (A), sudak (B) ve ot sazani 6n bobrek dokusunda
plazmablastlar (oklar) ve plazma hiicreleri (ok baslari). Methyl
green pyronin boyama metodu.

(1996) Gilthead seabream solungag bag dokusunda PAS pozitif
granular hicrelerin memelilerdeki mast hicrelerinin benzeri
oldugunu belirtmislerdir.

Melanomakrofaj merkezlerindeki makrofajlardaki
pigmentasyon sari, kahverengi ve siyah olarak gozlendi.
GCogunlukla melanin igerikli hiicre birikimleri Yoffey (1929)
tarafindan “pigment nodilleri”, Roberts (1975) tarafindan
ise “melanomakrofaj merkezleri” olarak isimlendirilmislerdir.
Baliklarda melanomakrofaj merkezlerindeki makrofajlarda
melanin, lipofuksin ve hemosiderin bulunmaktadir (Micale
ve Perdichizzi, 1990; Agius ve Roberts, 2003). Lipofuksin
yaslanmis, hasar goérmils organellerden kaynaklanir ve
lipidlerin peroksidasyonu sonucu olusur. Lipid peroksidasyonu
ve hemoglobinin pargalanmasi sirasinda serbest radikaller ve
katyonlar agiga cikar. Serbest radikallerin ve katyonlarin etkisi
melanin sayesinde azaltilir (Agius ve Agbede, 1984; Zuasti ve
ark., 1989). Kurtovic ve ark., (2008) ciflikte beslenen ve dogal
ortaminda yasayan deniz levregi dalak ve bobrek dokularini
inceledikleri  ¢alismalarinda, ciftlikte yetistirilen deniz
levreginde her iki organda da melanomakrofaj merkezlerinin
daha fazla sayida oldugunu kaydetmislerdir. Sunulan galismada
melanomakrofaj merkezinde bulunan makrofajlarda da
PAS pozitivitesi gozlendi. Makrofajlar, igerdikleri lipofuksin
pigmentinden dolayi PAS pozitivitesi gostermektedirler
(Roberts, 1975; Culling ve ark., 1985).

Sudakta, melanin igeriginin fazla olmasina bagl olarak daha az
sayida makrofajin PAS reaksiyon verdigi gozlendi. Farkh olarak
sudakta ayrica retikulum hiicrelerinin PAS pozitif reasiyon
verdikleri tespit edildi. Bu hiicrelerin de fagositoz yapabilen
retikulum hicreleri  olabilecegi disunildi. Dolayisiyla
PAS pozitivitesi fagositozla artan lipid peraoksidasyonuna,
dolayisiyla lipofuksine bagli olabilir (Agius ve Agbede, 1984;
Zuasti ve ark., 1989).

Ot sazani bobreginde ise miyoloid seri hiicrelerin ve melanin
miktari yok denecek kadar az olan makrofajlarin kuvvetli PAS
reaksiyonu verdikleri gérildi. Pozitivite myeloid seri hiicrelerde
glikojen igeriginden (Tavares-Dias, 2006), makrofajlarda ise
lipofuksin igeriginden kaynaklanmaktadir (Roberts, 1975;
Culling ve ark., 1985).

On bébrek dokusunda plazma hiicrelerinin varligi da arastirildi.
Plazma hicreleri gelisim asamalari ve fonksiyon sireleri
acisindan tiplendirilmektedir. Bunlardan ilki, az miktarda antikor
Ureten ve B hiicre reseptorini az miktarda eksprese eden geng
hicreler olan plazmablastlardir. Bunun yaninda, fazla miktarda
antikor yapan, B hiicre reseptori bulundurmayan, kisa ve uzun
omurli tipleri olan plazma hicreleri bulunmaktadir (Bromage

Figure 9. Appearence of plasmablasts (arrows) and plasma cel-
Is (arrow heads) in head kidney of sea bass (A), zander (B) and
grass carp (C). Methyl green Pyronin staining method.

ve ark., 2004; Huttenhius ve ark., 2005; Zwollo ve ark., 2005;
Oracki ve ark., 2010; Zwollo ve ark., 2010). Deniz levregi 6n
bdbreginde plazma hiicrelerinin varhigi bildirilmistir (Meseguer
ve ark., 1991). Tath su baliklarindan Goékkusagi alabaliginda
antikor salgilayan hicrelerin plazmoblast, kisa ve uzun
Omurli plazma hucre populasyonlari bildirilmistir (Bromage
ve ark., 2004; Zwollo ve ark., 2005). Press ve ark., (1994)
Atlantik solmon baliginda tek tek ya da kiglik gruplar halinde
immunglobulin pozitif hiicreleri tespit etmislerdir. Calismada
deniz levregi, sudak ve ot sazani 6n bobrek dokusunda
pironin pozitif hicreler fenotiplerine bakilarak plazmoblast ve
plazma hucreleri olarak ayirt edildi. Sudak ve ot sazaninda 6n
bobrekte plazma hiicrelerini gosteren herhangibir ¢alismaya
rastlanmamistir.

Sonug olarak bu arastirmada, yasam ortami ve yeme aliskanligi
farkli olan Ug¢ balikta 6n bobrek dokusunun histolojik ve
histokimyasal ozellikleri karsilastirmali  olarak incelendi.
Arastirma sonunda, karnivor baliklarin bébrek dokusunun
herbivor olan tire gére daha gelismis oldugu gozlendi. Yapilan
calismada elde edilen bulgular, materyal olarak kullanilan
baliklarin  bulunduklari  konvansiyonel kosullari yansitan
bulgulardir. Sunulan galismada elde edilen bulgular, besleme
ve immuniteyi hedefleyen calismalarinin tamaminda temel
bilgi olarak kullanilabilir.

Tesekkiir

Sunulan arastirmaylr (SAE-09014) destekleyen ADU/BAP
Koordinasyon Birimine, materyal saglamadaki yardimlarindan
dolayl Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim
Enstitiisii Midirligi ile Latmos Su Uriinleri Sirketi yetkililerine
tesekkir ederiz.
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