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OZET

Bu c¢alisma, Kangal baliklarmin (Garra rufa) solungaclarindaki
mukus hiicrelerinin histokimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapildi
Primer lamel epitelinde bulunan mukus hiicrelerinin asidik ve nétral
glikokonjugatlari, siyalik asit rezidiileri ve siilfatli, cok siilfatli ve O- stilfat
esterli glikokonjugatlari, sekonder lamele ait mukus hiicrelerinin ise notral
glikokonjugat ile siyalik asit rezidiileri igerdigi belirlendi. Aym zamanda
PAS/AB pH 2.5 ve AF/AB pH 2.5 boyama yontemlerinde primer lamel
mukus hiicrelerinde asidik glikokonjugatlarin baskin oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Garra rufa, glikokonjugat, mukus hiicresi, solungag.
ABSTRACT

The study was wundertaken to determine the histochemical
properties of mucous cells in the gill of the Kangal fish (Garra rufa). It was
detected mucous cells in the primary lamellae epithelium contained acidic
and neutral glycoconjugates, sialic acid residues and sulphated, very
sulphated and O- sulphate esters glycoconjugates and mucous cells in the
secondary lamellae contained neutral glycoconjugate and sialic acid
residues. Acidic glycoconjugates in the mucous cells of primary lamellae
were dominant in PAS/AB pH 2.5 and AF/AB pH 2.5 staining procedures
were determined.
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1. GIRIS

Solungaclarin cevreleriyle olan dogrudan temaslarindan
dolay1 solungag epitelinde bulunan mukus hiicreleri tarafindan
salgilanan mukus maddesi, patojen mikroorganizmalara kars: fiziksel
bir bariyer olusturmasmin yani sira lubrikasyon, solunum, iyon
regiilasyonu ve diftizyon gibi fonksiyonlardan da sorumludur
(Fletcher, 1978; Shephard, 1994; Domeneghini vd., 1998; Zayed ve
Mohamed, 2004).

Mukusun bilesimini belirlemeye yonelik kullanilan klasik ve
lektin histokimya yontemleri ile farkli balik tiirlerine ait solungac
mukus hiicrelerinde bulunan mukus maddesinin igerigi hakkinda
calismalar yapilmistir (Diaz vd., 2001; Calabré vd., 2005; Diaz vd.,
2005a; Cinar vd., 2008).

Kangal baliklar1 (Garra rufa), Sivas-Kangal bolgesindeki
termallerde yetistirilen ve proteinden fakir beslenmeye bagh olarak
insan derisi tizerindeki 6lti doku parcaciklarin tiiketmesi nedeniyle
bazi cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilan Cyprinid bir baliktir
(http). Bu c¢alismada, soz konusu ozelligi nedeniyle tilkemiz
turizmine de onemli katkilar1 olan Kangal baliklarinin (Garra rufa)
solungagclarindaki mukus hiicrelerinin glikokonjugat icerikleri klasik
histokimyasal yontemlerle belirlenmeye calisilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada, 10 adet eriskin (uzunluk 8-10 cm, agirlik 10-20
g) Garra rufa tlirtine ait solungac 6rnekleri materyal olarak kullanilda.
Allnan doku ornekleri 24 saat siireyle % 10" luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Yikama isleminden sonra rutin histolojik
doku takibi isleminden (ytikselen alkol serileri, ksiloller, ksilol-
parafin) gegirilen 6rnekler parafinde bloklandi. Parafin bloklardan 5
pm kalinliginda alinan kesitlere Tablo 1’ de belirtilen boyama
yontemleri uygulandi. Hazirlanan preparatlar Olympus CX 41 tipi
1s1k mikroskobu altinda incelendi ve ilgili kisimlardan fotograf cekimi
yapildi.
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Tablo 1. Garra rufa Solunga¢ Mukus Hiicrelerinde Bulunan Glikokonjugatlarn
Belirlenmesi icin Uygulanan Klasik Histokimya Teknikleri. PAS, Periyodik asit-Shif;
KOH, saponifikasyon; AB pH 0.5, Alsiyan mavisi pH 0.5; AB pH 1.0, Alsiyan mavisi
pH 1.0; AB pH 2.5, Alsiyan mavisi pH 2.5; AF, Aldehit fuksin

Uygulanan Kaynak Uygulanan Yoéntemin Amaci
Yontemler
PAS (McManus,1948) Notral glikokonjugatlarin belirlenmesi

Notral ve asidik glikokonjugat

PAS/ABpH25  (Mowry,1956) kompozisyonunun karsilastiriimasi

Siyalik asit rezidiilii

KOH/PAS (Culling vd., 1976) glikokonjugatlarin belirlenmesi
ABpH 0.5 (Lev ve Spicer, 1964) Selifrlll;riumlz:h glikokonjugatlarm
ABpH1.0 (Lev ve Spicer, 1964) lca)e_lflffgri;?szeﬂi glikokonjugatlarm
ABpH25 (Lev ve Spicer, 1964) sesliifjlignih:;konjugatlarm

AF (Gomori, 1952) Stilfath asidik glikokonjugatlarin

belirlenmesi

Siilfath ve asidik glikokonjugat

AF/ABPH25 (Spicer ve Mayer, 1960) kompozisyonunun karsilastirilmasi

3. SONUCLAR

Solungac kesitlerine uygulanan klasik histokimyasal
boyamalar sonucunda mukus hiicreleri ile ilgili elde edilen bulgular
dagilim ve histokimyasal boyanma 6zellikleri bakimindan Tablo 2 ve
Tablo 3’ de verilmistir.

Solungaclarin primer ve sekonder lamel epitelinde bulunan
mukus hiicrelerinin uygulanan PAS yontemine kars: giiclii reaksiyon
verdikleri ve sekonder lamellerde yer alan PAS pozitif mukus
hiicrelerinin primer lamellerdekilere gore daha az sayida olduklar:
gozlendi. Asidik ve nétral glikokonjugatlarin kiyaslanmasi amaciyla
uygulanan PAS/AB pH 2.5 yontemi sonucunda primer lamellerin ug
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kisminda bulunan hiicrelerinin ¢ogunda nétral glikokonjugatlarin
bulundugu belirlendi. Az sayidaki mukus hiicresinde ise asidik ve
notral  glikokonjugatlarin  karisim  halinde  bulunup  asidik
glikokonjugatlarin baskin oldugu, bazi hiicrelerin ise AB pH 2.5
pozitif o6zellik gosterdigi belirlendi. Primer lamellerin sekonder
lameller arasinda bulunan mukus hiicrelerinin ¢ogunun asidik
glikokonjugatlar1 icerdigi (Sekil 1), diger hiicrelerin bir kisminda
asidik ve notral glikokonjugatlarin karissm halinde bulundugu ve
asidik glikokonjugatlarin baskin oldugu gozlendi. Belirtilen bolgede
az sayidaki mukus hiicresinin ise noétral karakterli glikokonjugatlar:
icerdigi tespit edildi (Sekil 1). Sekonder lamellerde ise az sayidaki
mukus hiicresinin PAS pozitif 6zellikte oldugu belirlendi.

Siyalik asit rezidulu glikokonjugatlarin belirlenmesini
saglayan KOH/PAS boyama yontemi sonucunda primer ve
sekonder lamellerde bulunan mukus hiicrelerinin bu yonteme karsi
glicli reaksiyon verdikleri gozlendi (Sekil 2).

Tablo 2. Garra rufa Solunga¢ Mukus Hiicrelerinin Dagilimi. Mukus Hiicrelerinin
Dagiliminin Gosterimi; +++: cok; ++: orta; +: az; -: yok; * : baskin

Mukus hiicrelerinin dagilimi

Uygulanan
yéntemler Primer lamel Sekonder lamel
Uc kistm _ Sekonder lamelleraras:1 bolge

PAS +++ ++ +
PAS/AB pH 2.5 AB* AB* PAS*
KOH/PAS +++ ++ +
ABpH 05 + ++ -
ABpH 1.0 ++ ++ -
ABpH25 +++ +++ -
AF +++ + -
AF/ABpH?25 AB* AB* -
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Tablo 3. Garra rufa Solungaclarinda Bulunan Mukus Hiicrelerinin Histokimyasal
Boyanma Ozellikleri. Histokimyasal Boyanma Ozelliklerinin Gosterimi; ++++: cok
guclt; +++: giiclii; ++: orta; +: zayif; -: negatif; * : baskin

Boyanma ozelligi

Uygulanan
yontemler Primer lamel Sekonder lamel
Uckistm  Sekonder lamellerarasi bolge
PAS +++ +++ +++
PAS/AB pH 2.5 AB* AB* PAS*
KOH/PAS +++ +++ +4+
ABpHO0.5 + + -
ABpH 1.0 + + -
ABpH25 ++++ ++++ -
AF + ++ -
AF/ABpH25 AB* AB* -
’ PR

Sekil 1. Sekonder lameller arasinda
bulunan AB pH 2.5 (kalin ok) ve PAS
(ince ok) pozitif mukus hiicreleri,
PAS/AB pH 2.5, X400.

Sekil 2. Sekonder lameller arasinda
(kalin ok) ve sekonder lamelde (ince
ok) KOH/PAS metoduna karsi
reaksiyon gosteren mukus hiicreleri,
X400.
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Farkli pH (0.5, 1.0 ve 2.5) degerlerine sahip AB metodlarmin
solungac kesitlerine uygulanmas: ile primer lamellerde bulunan
mukus hiicrelerinin giticlti stilfath, O- stlfat esterli ve asidik
glikokonjugatlar1 icerdikleri tespit edildi. Sekonder lamellerde
bulunan hiicrelerde ise bu glikokonjugatlara rastlanmadi. Primer
lamellerde bulunan mukus hiicrelerinin AB pH 0.5 (Sekil 3) ve pH
1.0 (Sekil 4) yontemlerine kars: zayif, AB pH 2.5 yontemine karsi ise
gliclii reaksiyon verdikleri belirlendi.

x T W
Sekil 3. Sekonder lameller arasindaki Sekil 4. Sekonder lameller arasindaki
AB pH 0.5 pozitif mukus hiicre (ok), X400. AB pH 1.0 pozitif mukus hiicre (ok),

X400.

Sulfath asidik glikokonjugatlarin belirlenmesi amaciyla
uygulanan AF yontemi ile primer lamellerin u¢ kisimlarinda bulunan
¢ogu hiicrenin bu yonteme karsi zayif, sekonder lameller arasinda
kalan az sayidaki hiicrenin ise orta dereceli reaksiyon verdigi
saptandr.

Sulfatl: ve asidik glikokonjugatlarin kiyaslanmasini saglayan
AF/AB pH 2.5 kombine uygulamas1 sonucunda primer lamellerde
bulunan mukus hiicrelerinin ¢cogunun siilfath ve asidik glikokonjugat
karisimini icerdigi saptand: (Sekil 5 ve 6). Fakat bu karisimda AB pH
2.5” in daha baskin oldugu ve az sayidaki hiicrenin de sadece AB pH
2.5 pozitif glikokonjugat: igerdigi belirlendi.
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Sekil 5. Primer filamentin u¢ kisminda Sekil 6. Sekonder lameller arasindaki
siilfatli ve asidik glikokonjugat siilfatl: ve asidik glikokonjugat
karisimini gosteren (kalin oklar) karisimini gosteren (ok) mukus
ve AB pH 2.5 pozitif gosteren (ince ok) hiicresi, AF/AB pH 2.5, X400.

mukus hiicresi, AF/AB pH 2.5, X400.

4. TARTISMA

Arastiricillarin (Diaz vd., 2001; Arellano vd., 2004; Zayed ve
Mohamed, 2004; Calabré vd., 2005; Diaz vd., 2005a ve 2005b; Cinar
vd., 2008) Micropogonias furnieri, Oreochromis niloticus, Clarias
gariepinus, Solea senegalensis, Coelorhynchus coelorhynchus, Cynoscion
guatucupa ve Cyprinus carpio turleri tizerine yaptiklar1 solungag
histokimyasi ¢alismalar1 sonucunda elde ettikleri bulgular ile uyumlu
olarak bu calismada da Garra rufa solungaglarinin btitiin bolgelerinde
yer alan mukus hiticrelerinin primer lamellerin uglarinda daha yogun
olmak tizere solungaclarin diger bolgelerinin de PAS pozitif 6zellikte
oldugu tespit edildi.

Solea senegalensis (Arellano vd., 2004) ve Cyprinus carpio (Cinar
vd., 2008) tiirlerinde yapilan calismalarda mukus hiicrelerinin
cogunun asidik glikokonjugatlar icerdigi, Micropogonias furnieri (Diaz
vd., 2001) tiirtinde ise ¢ogu hiicrenin nétral, az sayidaki hiicrenin ise
asidik glikokonjugatlara sahip olduklar1 bildirilmektedir. Bu
calismada ise primer lamellerin u¢ kisminda bulunan hiicrelerin
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cogunun notral glikokonjugatlar icerdigi, sekonder lameller arasinda
bulunan mukus hiicrelerinin cogunun asidik, sekonder lamellerde ise
az sayidaki mukus hiicresinin notral glikokonjugat 6zellikte oldugu
belirlendi.

Cyprinus carpio (Cinar vd., 2008), Micropogonias furnieri (Diaz
vd., 2001) ve Solea senegalensis (Arellano vd., 2004) turlerinde elde
edilen bulgularla uyumlu olarak bu ¢alismada da Garra rufa solungag
mukus hiicrelerinin siyalik asit rezidiilii glikokonjugatlar: icerdigi
gozlendi.

Arellano vd. (2004), Diaz vd. (2005a) ve Cimnar vd. (2008) Solea
senegalensis, Cynoscion guatucupa ve Cyprinus carpio solungag mukus
hiicrelerinde ¢ok siilfatli ve O-siilfatlh esterli glikokonjugatlarin
bulundugunu bildirmelerine karsin, bu galismada primer lamellerde
AB pH 05 ve pH 1.0 pozitif glikokonjugatlar belirlendi. Solea
senegalensis (Arellano vd., 2004), Coelorhynchus coelorhynchus (Calabré
vd., 2005), Cynoscion guatucupa (Diaz vd., 2005a) ve Cyprinus carpio
(Cmar vd., 2008) solungaglarina ait mukus hiicrelerinin asidik
glikokonjugatlar: icerdikleri bildirilmektedir. Bu calismada ise sadece
primer lamelde asidik glikokonjugatlar1 iceren mukus hiicreleri
belirlendi. Ancak sekonder lamel mukus hiicrelerinde bu
glikokonjugatlara rastlanmadi.

Cmar vd. (2008) nin Cyprinus carpio solunga¢ mukus
hiicrelerinin stilfath glikokonjugatlar1 igerdiklerini bildirmelerine
karsin, bu calismada Garra rufa solungag primer lamelinde AF pozitif
mukus hiicreleri belirlenirken, sekonder lamel mukus hiicrelerinde
stilfatl glikokonjugatlara rastlanmadi.

Cyprinus carpio solunga¢ mukus hiicrelerinde AF pozitif
glikokonjugatlarin baskin oldugu bildirilirken (Cmar vd., 2008), bu
calismada primer lamel mukus hiicrelerinde asidik
glikokonjugatlarin baskin durumda oldugu belirlendi.

5. ONERILER

Bu calismada, Cyprinid bir balik olan ve endemik olarak
Sivas-Kangal bolgesindeki termallerde yetistirilen Garra rufa
solungaclarindaki mukus hiicrelerinin igerdikleri glikokonjugat
kompozisyonlar1 belirlenmeye calisiilmistir. Elde edilen verilerin,
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daha sonra bu tiir ile ilgili yapilacak olan histopatolojik ve
toksikolojik galismalara 1s1k tutacagi kanisindayiz.
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