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Ham Petroliin Suda Coziinebilen Kisimlarimin Xiphophorus helleri Heckel,

1848 (Poeciliidae, Teleostei) Testis Histolojisi Uzerindeki Etkileri
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Ozet: Bu caliymada, ham petroliin suda ¢oziinebilen kisimlarimn Xiphophorus helleri (kiligkuyruk) testis
dokusundaki akut etkilerinin ortaya konmasi amaglanmstir. Kirk adet ergin erkek X. helleri 6rnegi (agirhik: 3+0,5 gr,
uzunluk: 61 cm) her biri onar baliktan olusan {i¢ deneme bir kontrol grubu olmak iizere toplam doért gruba ayrilmis,
deneme gruplar1 %10, %20, %40 konsantrasyonlarda ve 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle ham petroliin suda ¢oziinebilen
kisimlarina maruz birakilmigtir. MS 222 ile uyusturulan kontrol ve deneme grubu drneklerinden alinan testis dokulari
Hematoksilen-Eozin ile boyanarak 1sik mikroskobu ile incelenmistir. Konsantrasyon ve maruziyet siiresi artisina
paralel olarak tiim deneme gruplarinin testis dokusunda yaygin hemoraji ve vazodilatasyon, seminifer tiibiillerde
kiiciilme, Leydig hiicrelerinde piknozis ve nekrozis, germinal epitel hiicrelerinde diizensizlesme izlenmistir.
Bulgular, 6zellikle nakliye sirasinda gosterilmesi gereken cok biiyiik 6zene ragmen olusabilecek petrol kazalarindan
sonra, sucul omurgalilarin iireme basarilari ile populasyon dinamiklerinin dikkatle degerlendirilmesi geregini isaret

etmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Ham petrol, Xiphophorus helleri, Testis, Gonad, Histopatoloji.

The Effects of Water Soluble Fraction of Crude Oil on The Testis Histology of
Xiphophorus helleri Heckel, 1848 (Poeciliidae, Teleostei)

Abstract: The subchronic effects of water-soluble fractions of crude oil on testicular tissue of Xiphophorus helleri
(kilickuyruk) was intended to reveal in this study. Forty adult male X. helleri (weight: 3£0,5 gr, length: 6+1 cm) were
separated four groups that includes three experiment groups and one control group; the experiment groups were
exposed 24, 48, 72, 96 hours and 10%, 20%, 40% concentrations of water soluble part of crude oil. Animals
anesthetized by MS 222; the testicular tissue dissected from control and experiment groups stained with
Hematoxylin-Eosin and investigated by light microscopy. Parallel to the increasing of concentration and exposure
time, widespread hemorrhage and vasodilation in testicular tissue, contraction of seminiferous tubules, picnosis and
necrosis in Leydig cells, disorganization in germinal epithelium cells was viewed of all experiment groups. After oil
spill despite the great care should be shown, especially during transport, our results indicated that the reproductive

success and population dynamics of aquatic vertebrates should be evaluated carefully.
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Giris

Yogun insan aktivitelerinin deniz ve kiyi

ckosistemleri  Ulzerinde  ciddi  tahribat

olusturma riski her gecen giin artmaktadir.
Acik liretim

deniz  platformlarindaki

tesislerinden ve Ozellikle de nakliye

siireclerindeki  yayilimlardan kaynaklanan
ham petrol kirliligi hem agik denizleri kirletir,
hem de dnemli yumurtlama ve kulugkalama
alanlar1 olan nehir

agizlann ve kiysal

bolgelere ulasarak  buralardaki  yasami
olumsuz etkiler (Ramachandran et al., 2006;
Greer, 2011). Yakin ge¢miste Exxon Valdez,
Amoco Cadiz ve Cosco Busan  tanker
kazalar1 gibi ¢ok c¢arpict Orneklerden de
hatirlanacagi ham petrol

lizere, kiyisal

kesimler i¢in olaganiistl zarar vericidir
(Marty et al.,2003; Incardona et al., 2011).
2010 Nisan aymmda Meksika Korfezinde
olusan ve her giin okyanusa binlerce varil
ham petrol karigmasina neden olan petrol
platformu kazasi, bu olaganiistli boyutlarin
nerelere ulagabileceginin en yakin Ornegidir

(Kastan, 2010).

Ham petroliin suda ¢oziinebilen kisimlari ¢ok

ugucu  ve toksik  Ozellikler tasiyan
hidrokarbonlar igerir. Bu maddeler sucul
omurgalilarin iireme basarilarimi ciddi ol¢iide
olumsuz etkileyebilirler (Johnson et al, 1993).
Bu noktalardan harcketle disi ve erkek
Xiphophorus helleri (kiligkuyruk)

orneklerinde ham petrolden kaynaklanan

iireme sorunlarinin belirlenebilmesi ig¢in
planlanan c¢aligmalarin ilk ayaginda, ham
petroliin  suda ¢oziinebilen  kisimlarina
maruziyetin testisler {zerindeki subkronik

etkilerinin ortaya konmasi amaclanmistir.
Materyal ve Metot

Arastrmamiz Ege Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi tarafindan  hazirlanan  Deney
Hayvanlar1 Igin Etik Kurul Kararlaria gore
ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Etik Kurulu 2008-49 Sayili Raporu uyarinca
(EUHADYEK  Sertifika No:  000018)
yiirlitiilmiistir.  Ticari  akvaryumculardan
temin edilen kirk adet ergin erkek X. helleri
ornegi (agirlik 2.854+0,5 gr; boy 6+l cm)
dinlendirilmis sebeke suyu ile doldurulan
onar litrelik cam akvaryumlarda 15 giin
boyunca laboratuvar ortamina alistirtlmistir.
Onar baliktan olusan U¢ deneme ile bir
kontrol grubu ayrilmig, deneme gruplar1 %10,
%20, %40 konsantrasyonlarda ve 24, 48, 72
ve 96 saat siireyle ham petroliin suda
¢Oziinebilen kisimlarina maruz birakilmistir.
MS 222 uygulanarak uyusturulan kontrol ve
deneme grubu orneklerinden alian testis
dokulart rutin preparasyon islemlerinden
gecirilip, Hematoksilen-Eozin ile boyanan 4-
6 um kalinligindaki kesitler 151k mikroskobu

ile incelenmistir.



Bulgular

Kontrol Grubu

Xiphophorus helleri’ de testis parankimasi
bag dokudan olusan bir kapsiille, tunika
albuginea ile gevrilidir. Parankima interstitial
alanda gomiilii kistler halindeki seminifer
tiibiillerden  olusur.  Interstisiyal  alan
fibroblastlar ve kollajen fibril bakimindan
zengin bag dokusu icerisinde erkek esey
hormonunu iireten interstisiyal hiicreler igerir.
Ince bir epitelle gevrili seminifer tiibiillerde
perifere yakin bicimde primer ve sekonder
spermatogoniumlar ve bunlar arasinda olup
spermatogenik hiicreleri destekleme, koruma,
gelismekte olan spermatozoonlari besleme ve
spermatozoon olusumu sirasinda arta kalan
sitoplazmik pargaciklari fagosite etme gibi
islevleri olan sertoli hiicreleri ile primer ve
sekonder spermatosit, spermatid ve olgun
spermatozoonlar yer alir. Yassi goriinimlii
sertoli  hiicreleri  spermatozeugmata adi
verilen ve spermatozoonlar tastyan seminifer

tiibiillerinin periferinde sayica artig gosterir

(Sekil 1).
%10 Deneme Grubu

10’luk ¢dzelti uygulanan grupta 24 saat

sonunda kontrol grubuna gore farklilik

gozlenmemistir (Sekil 2.a). Ayni
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konsantrasyonda 48 saatlik deneme sonunda

seminifer tibiillerin ¢evresindeki epitel

tabakas1 yer yer tiibiillerden ayrilmis haldedir
(Sekil 2.b). 72 saatlik deneme sonunda bazi
seminifer tiibiiller belirgin olarak bozulmus

haldedir, epitel tabakasi ile tiibiiller

arasindaki bosluklar daha da genislemistir,
interstisiyal alanda da c¢ok genis bosluklar
halinde nekroz izlenmektedir (Sekil 2.c). 96
deneme sonunda

saat doku genelinde

biitinlik  biyik odlgiide  bozulmustur,
interstisiyal alanda yaygin ve c¢ok genis
nekrotik bolgeler vardir, ayrica yer yer atrofik

tiibiillere de rastlanmaktadir (Sekil 2.d).

Sekil 1. Kontrol grubunda testis genel yapisi. Tunika
albuginea (T), interstisiyal alan (IA) , interstisiyal
hiicreler (ih), fibroblastlar (F), sertoli hiicreleri (S),

spermatozeugmata (Sz), seminifer tiibileri (ST).
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Sekil 2.a. %10 konsantrasyon 24 saat; b. %10 konsantrasyon 48 saat, seminifer tiibiillerin ¢evresindeki epitel

tabakasi ile tiibiillerde ayrilma (*); ¢. %10 konsantrasyon 72 saat, seminifer tiibiillerin ¢evresindeki epitel

tabakasi ile tiibiillerde ayrilma (*), nekrotik alanlar (N); d. %10 konsantrasyon 96 saat, nekrotik alanlar (N),

atrofik tiibiiller (dikddrtgen icerisinde).

%20 Deneme Grubu

% 20 konsantrasyonluk denemede 24 saat
sonunda interstisiyal alanda nekrozun devam
ettigi, tlibiil epitelindeki ayrilmanin arttigi,
spermatosid igeren seminifer tiibiillerde
vakuoler goriiniimle belirlenen bozulmalara
oranla, olusturan ve

daha

gruplar

spermatozeugmatalarin fazla

etkilendikleri izlenmistir, ayrica bu tiibiillerin

saatlik
nekrotik

alanlar ve seminifer tibillerdeki vakuoller,

merkezinde birikimler wvardir. 48

denemede interstitiyal alandaki

artan deneme siliresi paralelinde oOnemli

Olclide genislemistir. Tiibll merkezlerindeki

birikim yogunlasarak artmistir. Deforme

tibiillerde  hipertrofik  sertoli  hiicreleri

gozlenmektedir. 72 saat sonunda nekrotik

alanlar ¢ok genistir, seminifer tiibiiller



icerisinde vakuoller olustugu ve deforme

olmus spermatozoonlari igeren
spermatozeugmata periferinde sertoli
hiicrelerinin ~ sayisinin  ve  biiyiikligliniin

arttigl gozlenmistir. 96 saat siire sonrasinda
testis parankimasinda ¢ok genis nekrotik
bosluklar gozlenmektedir. Yer yer genel

gorliinlimii  bozulmus

Spermatozeugmata
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kiimelerine ek olarak spermatozeugmata

periferinde spermatozoonlarin bas
bolgelerinin olusturdugu koyu boyanmis dis
kisimlar yer yer parcalanarak ayrilmistir.
Sertoli hiicrelerinin sayilarinin ve
biiyiikliiklerinin bir dnceki gline gore arttigi

goriilmektedir.

Sekil 3.a. %20 konsantrasyon 24 saat, nekroz (N), seminifer tibiller (St), tibil ¢evresinde ayrilma (¥),

spermatozeugmata (Sz); b. %20 konsantrasyon 48 saat, interstitiyal alanda nekroz (N), seminifer tiibiillerdeki

vakuoller (V), deforme tiibiillerde hipertrofik sertoli hiicreleri (S); ¢. %20 konsantrasyon 72 saat, nekrotik alanlar

(N), spermatozeugmata (Sz) periferinde sertoli hiicreleri (S); d. %20 konsantrasyon 96 saat, nekrotik bosluklar

(N), genel goriiniimii bozulmug spermatozeugmata kiimeleri (daire), spermatozeugmata periferinde ayrilmalar

(A), sertoli hiicreleri (S).



64  Ham Petroliin Suda Coziinebilen Kisimlarinin...

%40 Deneme Grubu

% 40 konsantrasyon 24 saatlik denemede
interstisiyal alanda olduk¢a genis nekroz
s6zkonusudur. Spermatozeugmata epitelinin
Nekrotik

ayrilmast belirgindir.

spermatozeugmata periferinde sertoli
hiicrelerinin sayis1 ve biiyiikliigiiniin arttig1 ve
yer yer kiimelenme gosterdigi izlenmistir. 48
saatlik deneme sonunda interstisiyal alanin
carpict  nekrotik  gdriinlimiiniin

seminifer tiibiil epitelinde ayrilma ve az

yanisira

miktarda hemoraji gdriilmektedir. Devam

eden  spermatozeugmata  atrofisi sz

konusudur.  Sertoli  hiicreleri  deforme

spermatozeugmatalarin cevresinde

belirginlesmis ve  yer yer  gruplar
olusturmustur. 72 saatlik denemede gittik¢e
yayginlagan spermatozeugmata atrofisi soz
konusudur ve spermatozeugmata etrafindaki
sertoli hiicreleri ¢ok belirgin gorilmektedir.
Bir onceki giine gore genislemis nekrotik
alanlar belirgindir. Maksimum konsantrasyon
ve maksimum deneme siiresi sonunda testis
genelindeki nekroz ve spermatozeugmata
atrofisi en st diizeydedir. Atrofi nedeniyle
tiibiil sayisinda 6nemli 6lciide azalma vardir.
Baz1 kesitlerde yer yer izlenen 6dem, diger
bazilarinda ¢ok genis alanlara yayilmig
haldedir. hiicrelerinin ve

Sertoli say1

biiyiikliiklerinin son derece arttig1

goriilmektedir.

Tartisma ve Sonug

Baliklarin  tireme saghgr caligmalarinda

histolojik incelemeler gii¢lii bir ara¢ oldugu
ve Ureme organlarmin histolojik yapisinin,
kimyasallara  6zgli olmamakla birlikte
kirlilige duyarli oldugu bilinmektedir (Blazer,
2002; Mohamed, 2008).

degisiklikler

Ureme

organlarindaki ile  kirlilik

miktarlar arasindaki baglantilar, su iirtinlerini
tehdit eden kirlilik seviyelerinin
belirlenmesinde dnemlidir. Endokrin sistemi
engelleyen kirleticilerin son yillarda ¢ektigi
biiytik ilgi, toksik kimyasallarin teleost iireme
iizerindeki  etkilerine

sistemi yonelen

caligmalar1 da artirmistir (Safe, 2000).

Ozellikle agir metallerin  teleost iireme

sistemi tizerindeki olumsuz etkilerine yonelik
bir¢cok calisma vardir, 6rnegin kadmiyumun
eseysel olgunlagmay1 engelledigi
(Hatekeyama ve Yasuno, 1987), embriyo ve
larva gelisimini yavaslattig1 (Levesque et al.,
2002, Migliarini et al, 2005), hormon
dengelerini degistirdigi (Tilton et al., 2003)
izlenen

bilinmektedir. Sunulan ¢alismada

histopatoloji,  6zellikle yaygin  nekroz
olusumu ve tlbiiler atrofi, testisin maruz
kaliman kimyasala gore degismeyen, Ozgiil
olmayan deformasyonuna dair bulgularla

ortiismektedir.
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Sekil 4.a. %40 konsantrasyon 24 saat, nekroz (N), interstisiyal alanda nekroz (N), spermatozeugmata (Sz)
epitelinde ayrilma (*), nekrotik spermatozeugmata periferinde sertoli hiicreleri (S), kiimelenmis sertoli hiicreleri
(eskenar dortgen); b. %40 konsantrasyon 48 saat, interstisiyal alanda nekroz (N), seminifer tiibiil epitelinde
ayrilma (*), hemoraji (kanlanma: A), spermatozeugmata atrofisi (kare), sertoli hiicreleri (S), deforme
spermatozeugmatalarin c¢evresinde kiimelenmis sertoli hiicreleri (eskenar dortgen); e. %40 konsantrasyon 72
saat, spermatozeugmata atrofisi (kare), spermatozeugmata etrafindaki sertoli hiicreleri (S), genislemis nekrotik
alanlar (N); d. %40 konsantrasyon 96 saat, nekrotik bosluklar (N), testis genelinde nekroz (N),

spermatozeugmata (Sz) atrofisi, dem (O), sayica artmus sertoli hiicreleri (S).
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Bazi toksik maddelere maruziyette artan
konsantrasyon ve siireye bagl olarak testisin
interstisiyal alanlarinda hiicre sayisinin artisi
ve Odem, testis salgi  hiicrelerinin
biyokimyasal tepkisi olarak yorumlanmistir
(Wolf, 2005). %20

%40

Sunulan ¢alismada
konsantrasyonda 72 saat,

konsantrasyonda ise 24 saat sonunda
tiibiillerde ve her iki konsantrasyonda da 96
saat sonunda interstisiyal alanda gozlenen
vakuolizasyon, Wistar cinsi  ratlarin
seminifer tiibiillerinde (Colakoglu ve ark.,
2004) ve Oreochromis niloticus ve Lates
niloticus tiirleriyle yapilan c¢alismalarda da
(Mohammed, 2008; Kumar et al., 2007) not
edilmigtir. %20 konsantrasyondaki deneme
grubunda 48 ve 72 saat sonunda tibiiller
icerisinde ve %40 konsantrasyondaki deneme
grubunda 72 saat sonunda tiibiil icerisinde ve
96 saat sonunda da yaygin olarak interstisiyal

alanda gozlenen yogunlagmis bolgeler
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Bulgularimiz ham petroliin suda ¢oziinebilen
kisimlarinin, X. helleri testis dokusunu ciddi
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