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Bir asirdan fazla zamandir kurbagalar, birgok bilimsel arastirmaya konu
olmus ve bircok acidan incelenmislerdir. Bu tez g¢aligmasinda Denizli il
smurlar1 igerisindeki Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax
bedriagae tiirleri bireylerinin derileri histokimyasal ve immiinohistokimyasal
yontemlerle incelenmis, ayrica g¢esitli kan parametrelerinin analizleri
gerceklestirilmistir.

Histokimyasal ¢alismalarda, Hyla orientalis bireylerinin miik6z bezleri
disindaki tiim miikoz bezlerde asit mukopolisakkarit varligi gosterilmistir.
Siilfathh misinler ise yalnizca Bufo bufo’nun ser6z ve miikoz, Bufotes viridis’in
sadece miikoz, Pelophylax bedriagae’nin ise yalnizca serdz bezlerinde
gozlenmistir. Arastirmaya dahil olan tiirlerin hem miikoz hem de seroz
bezlerinde karbonhidratl: yapilarin varlig: tespit edilmistir. Mallory’s trikrom
pozitif reaksiyon ise yalnizca Bufotes viridis ve Hyla orientalis’in ser6z
bezlerinde gozlenmistir.

Immiinohistokimyasal ¢alismada, Hyla orientalis ve Pelophylax
bedriagae bireylerinin miik6z bezleri serotonin immiinonegatif, Bufo bufo ve
Bufotes viridis’in miikéz bezleri ise immiinopozitiftir. Bufo bufo, Bufotes
viridis ve Hyla orientalis’in ser6z bezleri immiinopozitif, Pelophylax
bedriagae’in ser6z bezleri ise immiinonegatif olarak belirlenmistir. Bufotes
viridis larvalarinda epidermisin tamaminda immiinoreaktivite tespit edilmis ve
salgi bez taslaklari/salgi sinsityumlar1 immiinopozitif olarak belirlenmistir.
Pelophylax bedriagae larvalarinda ise epidermisin kaplama hiicreleri serotonin
immiinoreaktiftir. Bez taslaklarinda immiinopozitif reaksiyonun bazal bolgede
yogunlastig1, sinsityumlarin ise serotonin immiinonegatif reaksiyon gosterdigi
ortaya koyulmustur.

Kan parametreleri ile ilgili arastirmalarda istatistiki olarak anlamli
olarak nitelendirilebilecek yegane deger, Bufotes viridis bireyleri arasindaki
kalsiyum konsantrasyonu (cCa) (t=-2,30, sd=20, p=0,03) degerlerinin
cinsiyetler arasinda gosterdigi fark olmustur. Bufotes viridis ve Pelophylax
bedriagae tiirleri arasinda yapilan karsilastirmada, istatistiksel agidan anlamli
fark gozlenen parametreler ise pH, kismi karbondioksit basinci (pCO,), total
hemoglobin konsantrasyonu (ctHb), bikarbonat konsantrasyonu (cHO3) ve
glikoz degerleri (cGlu) olarak tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis,
Pelophylax bedriagae, histokimya, immiinohistokimya, kan parameteleri
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For over a century, frogs have been the subject of many scientific studies
and have been studied from many perspectives. In this thesis, the skin of Bufo
bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis and Pelophylax bedriagae species within the
borders of Denizli province were examined by histochemical and
immunohistochemical methods and also various blood parameters were analyzed.

Histochemical studies showed the presence of acid mucopolysaccharide in
all mucous glands except the mucous glands of Hyla orientalis individuals.
Sulfated mucins were observed only in the serous and mucous glands of Bufo
bufo, only in the mucous glands of Bufotes viridis and only in the serous glands of
Pelophylax bedriagae. The presence of carbohydrate structures was detected in
both mucous and serous glands of the species included in the study. Mallory's
trichrome positive reaction was observed only in the serous glands of Bufotes
viridis and Hyla orientalis.

In the immunohistochemical study, the mucous glands of Hyla orientalis
and Pelophylax bedriagae individuals were serotonin immunonegative, while the
mucous glands of Bufo bufo and Bufotes viridis were immunopositive. Serous
glands of Bufo bufo, Bufotes viridis and Hyla orientalis were immunopositive,
while serous glands of Pelophylax bedriagae were immunonegative.
Immunoreactivity was detected in the entire epidermis of Bufotes viridis tadpoles
and presecretory cells/secretory syncytiums were determined as immunopositive.
In Pelophylax bedriagae tadpoles, the covering cells of the epidermis were
serotonin immunoreactive. It has been revealed that the immunopositive reaction
was concentrated in the basal region in the presecretory cells, while the
syncytiums show a serotonin immunonegative reaction.

The only statistically significant value in studies on blood parameters was
the difference between genders in calcium concentration (cCa) (t=-2.30, df=20,
p=0.03) values among Bufotes viridis individuals. In the comparison between
Bufotes viridis and Pelophylax bedriagae species, the parameters with statistically
significant differences were determined as pH, partial carbondioxide pressure
(pCO,), total hemoglobin concentration (ctHb), bicarbonate concentration (cHO3)
and glucose values (cGlu).

KEYWORDS: Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis, Pelophylax bedriagae,
histochemistry, immunohistochemistry, blood parameters
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1. GIRIS

1.1  Kuyruksuz Kurbagalarin Deri Histolojisi ve Serotonin

Immiinohistokimyasi

Omurgal1 derisi, viicudun i¢ ortamini dis ¢evreden ayiran ve koruyan yegane
bariyerdir. Kurbagalar s6z konusu oldugunda bu bariyer, canli ile ¢evresi arasinda su
ve iyon transferi agisindan ana rota, sahip oldugu zengin kapiller ag sayesinde ise gaz
aligverisi acisindan onemli bir yiizeydir (Goniakowska-Witalinska ve Kubiczek
1998). ince, gecirgen ve nemli olan kurbaga derisinin biiyiik kismi alttaki kas
tabakasina ancak dar seritler halinde yapisiktir. Arada lenf ile dolu bosluklar bulunur.
Bununla birlikte 6zellikle epidermiste bazen de dermiste bulunabilen deri bezleri
tarafindan iretilen salgillar (mukus, zehir, yag vb.) gaz ve iyon aligverisinin
strekliligini saglar, kurakliga kars1 direnci arttirir, avcilardan ve zararl

mikroorganizmalardan korunma temin eder.

Kurbagalarin deri bezleri ve salgilari, 6zellikle de kuyruksuz kurbagalarinki
cok sayida biyolojik olarak aktif peptid ve biyojenik amin icermektedir (Erspamer
1971). Bu  bilesikler, amfibilerin fizyolojik dengelerini  diizenlemeleri,
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara direnmeleri ve dogal yirticilar
tarafindan avlanmaktan kurtulmalar1 i¢in biliylik 6nem tasimaktadir (Erismis ve
Korcan 2017). S6z konusu bilesikler yiiksek omurgalilarin endokrin sistemlerinde
dagilan hormon veya norotransmitterlerle ya ayni ya da ¢ok benzerdir (Haslam ve
dig. 2014). Baslica olarak beyinde ve gastrointestinal sistemde bulunan bu
bilesiklerin ayn1 zamanda amfibi derisinde de bulunmasi ilgingtir (Pearse 1976).
Erginlerdekine benzer sekilde, larval kurbaga derisi de oldukga ilging bir organdir.
Fiziksel ve mekanik koruma, solunum, iyon ve su degisimi gibi pek cok goreve

sahiptir (Al-Adhami ve Qar 2005).

Yasayan tiim amfibilerdeki kutandz bezler dort ana tiptedir: miikdz, serdz
(graniiler ya da zehir), yag (veya balmumu) ve karisik (serdmiikoz) bezler (Duellman

ve Trueb 1994, Brizzi ve dig. 2002). Miik6z bezler seffaf, sulu ve viskoz bir salgiya



sahiptir. Bu salg1 canlinin nem dengesini korumasinda is gérmektedir (Porter 1972).
Graniiler bezler siitlii bir salgi tiretirler. Bu salgi miikdz salgidan ¢ok daha toksiktir.
Mikrobiyal ve fungal patojenlere karsi etkili olmanin yani sira, avcilara karsi bir
savunma odevi de goriir (Warburg ve dig. 2000). Ozellikle aga¢ kurbagalarinda
gozlenen lipit bezleri, arboreal kurbagalarin fizyolojik bir adaptasyonu gibi
goriilmektedir. Ureme donemi disinda suda bulunmayan bu canlilar, lipit salgilarmi
viicut ylizeylerine yayarak su kaybini onlerler ve bu sekilde yar1 kurak hatta kurak
sezonlarda dahi hayatta kalabilirler (Warburg ve dig. 2000). Bufonidler baslarinin iki
yanindaki post orbital bolgede kendilerine 6zgii bezlere sahiptirler. Siitlii, kremamsi
bir salgtya sahip bu bezlere “parotoid bezler” adi verilir (Pough ve dig. 2015). Zehirli
olan salgilari, kurbagay1 avcilardan ve parazitlerden korumakla gorevlidir (Porter

1972).

Noble (1931) amfibi derisi iizerinde yaptigi ¢alismalarda, tiim amfibilerin
derilerinde en az iki tip bezin bulundugunu (miikdz, tip I serdz, tip Il ser6zden en az
ikisi), graniiler bezlerin ise zehir bezleri ya da ser6z bezler olarak adlandirildigin
bulmustur. Bunlardan farkli olarak Rana temporaria, R. pipiens ve R.
catesbeiana’daki gibi bakteriyel enfeksiyonlardan korunmay1 saglayabilen salgilara

sahip seromiikoz bezler de mevcuttur (Mills ve Prum 1984).

Seki ve dig. (1995) Rana cancrivora (yenge¢ yiyen kurbaga) derisini
histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak incelemistir. Calisma
sonucunda deride ii¢ farkli tipte bez tanimlanmistir; miikdz bez, karisik bez ve
vakuollii bez. Miikoz bezlerin asinar hiicreleri pH 2,5’ta Alcian Blue (AB) ile yogun,
PAS (Periyodic acid-Schiff) boyamayla ise zayif bir sekilde boyanmaktadir. Karigik

bezlerin asindzlerinde birkag farkl: tipte hiicre tanimlanabilmektedir:

1) Asindz ve kanal arasindaki gecis bolgesi PAS ile boyanan bol sitoplazmali
hiicreler;

2) Asindziin apikal bolgesindeki kiibik ya da skuamoz hiicreler;

3) Karminofilik graniillerle dolu hiicreler;

4) PAS ve AB ile boyanan birgok biiylik vakuol i¢eren hiicreler.



Vakuollii hiicrelerin asindzlerinde bulunan epitel hiicrelerin niikleuslari
periferde yer alir ve genis liimenleri vakuollerle doludur. Aynm1 ¢aligmada amfibi
derisinin genellikle iki tip kutan6z beze sahip oldugu ortaya konmustur; miik6z
bezler ve graniiler bezler. Nispeten daha az sayida, farkli tiirdeki bezler de rapor
edilmistir. Miikoz bezler PAS yontemi ile boyanan miikdz tipte salgilar tiretmektedir.
Graniiler bezler ise serotonin (5-hidroksitriptamin) ve amfibi deri peptidleri igeren
pek cok graniille dolu bir liimene sahiptir. Bu peptidler memeli beyin-bagirsak

peptidleri ile ortak aminoasit sekanslar1 paylagsmaktadir.

Delfino ve dig. (1998) Phyllomedusa hypochondrialis (Anura, Hylidae)’in
serdz bezlerini mikroskobik ve ultramikroskobik olarak incelemislerdir. Hem ergin
hem juvenil hem de larval bireyler iizerinde yapilan mikroskobik aragtirmalar
sonucunda tip I ve tip II serdz bezler tanimlanmaistir. Tip I a’nin salgi tirlinleri yogun
ve kiiciik graniillerden meydana gelirken, tip I b bezleri daha biiylik graniillii ve
yarisaydam salgilar tiretmektedirler. Larval, juvenil ve ergin bireylerde bulunan ser6z
bezler arasindaki en goze c¢arpan fark, salgi {nitelerinin boyutlar1 ve salgi
kanallarmin  uzunluklanidir.  Arastirmada  birey  biiyiidiikce, epidermisin
olgunlagmasinmi izler sekilde bezlerin de olgunlastiklari gozlenmistir. Larval ve
juvenil Orneklerin salgi materyalini i¢inde barindiran sinsityum kalinliklarmin ise

erginlerdekinden fazla oldugu ortaya konmustur.

Goniakowska-Witalinska ve Kubiczek (1998) Hyla arborea arborea L.
lizerinde yaptiklart calismada dorsal derinin piirlizsiiz ve kesitin tamaminda
neredeyse aynmi kalinlikta oldugunu gostermistir. Deri ¢ok tabakali epitelden ve
belirgin sekilde kalin bir dermis tabakasindan meydana gelmistir. Dorsal derinin
hemen altinda pigment hiicreleri goriilebilmektedir. Ventral bolgenin enine kesitleri
ise tlimsek ve oluklara sahiptir. Buna bagli olarak derinin kalinhig1 degiskenlik
gostermektedir. Deri katmanlarinin dizilisi dorsal deridekiyle aynidir. Goniakowska-
Witalinska ve Kubiczek’e gore agac kurbagasi derisinde {i¢ tip bez mevcuttur:
miikoz, tip I seroz ve tip 1l serdz. Miikoz bezlerin salgilar1 Passini yontemi kullanilan
kesitlerde homojen bir sekilde boyanmaktadir. Miikoz bezlerin boyutlart serdz
bezlerden kiiciiktlir. Tip I ve tip II serdz bezler hem dorsal hem de ventral deride
bulunmaktadir. Tip 1 bezlerin salgi graniilleri kiigiiktiir. Tip II bezler agac

kurbagasindaki en biiyiik bezlerdir ve salgi graniilleri iridir. Ser6z bezler miikoz



bezler kadar belirgin bir liimene sahip degildir. Aga¢ kurbagalarinda lipit bezlerinin

bulundugunu varsayan hipotez ise kanitlanamamastir.

Delfino ve dig. (2001) Physalaemus biligonigerus (Anura, Leptodactylidae)
iribaglarinin ser6z kutandz bezleri lizerine yaptiklar1 arastirmada, erken evredeki deri
bezleri taslaklarmin bazal epitel boyunca uzandiklarin1 ortaya koymuslardir. Bez
tomurcugunun merkezinde bulunan yuvarlak hiicrelerin  muhtemel adenositler
oldugunu gostermislerdir. Physalaemus biligonigerus larvalarinda gelisim devam
ettikce muhtemel adenositler konkav ve konveks miyoblastlar tarafindan
sartlmaktadir. Taslagin tist kisminda olusan kap seklindeki yap1 ise bezin muhtemel
boyun bélgesini olusturmaktadir. ilerleyen evrelerde bez tomurcugu asagiya yani
dermise dogru biiylimekte ve anurlarda goriilen iki esas bez sirasi gozlenmeye

baslamaktadir.

Terenni ve dig. (2003) Scinax nasica (Anura, Hylidae) larva ve juvenilleri
tizerinde gerceklestirdikleri arastirmada serdz (zehir) bezlerinin gelisimlerini ince
yap1 diizeyinde incelemislerdir. Gosner Stage (GS) 39-46 arasinda degisen
asamalardaki Discoglossidae, Leptodactylidae, Pelobatidae ve Pipidae familyalarini
temsil eden tiyeler ile karsilastirmalar yapilarak degerlendirilen ¢aligmada, S. nasica
bireylerinde genellikle anur iribaglarinda goézlenenin aksine ser6z bez
farklilasmasinin miik6z bezlerden daha erken bir sathada gerceklestigi ortaya
konmustur. Gelismis iribaslarda keratinogenez mukogenezin yerini alana kadar
gecen siire boyunca, goreceli olarak geciken miikéz bez aktivitesi ise mukus
tretimine de katkida bulunan siiperfisyal epidermis tabakasi tarafindan

dengelenmektedir.

Azvedo ve dig. (2005) Bufo ictericus derisindeki Eberth-Katschenko
tabakasinin yapisal goriinlisii  hakkinda yiiriittiikleri ¢alismanin histokimyasal
ayaginda, kuvvetli alsiyanofilik, bazofilik ve metakromatik 6zellik gosteren
tabakanin dagmik seklinde gozlendigini belirtmislerdir. Temel olarak kalsiyum
tuzlart ile baglantili glikozaminoglikanlardan meydana gelen E-K tabakasi hiicresel
bir yapiya sahip degildir ve devamlilik gostermemektedir. Ancak kalsiyumun
derideki fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Stratum spongiosum ve stratum

kompaktum arasinda yer alan tabakanin desikasyon engelleyici, kalsiyum



depolanmasi ve mobilizasyonu ile iligkili ya da canlinin i¢ ve dis ortamlar1 arasindaki

maddelerin yer degistirmesini engelleyen bir bariyer oldugu goriisleri mevcuttur.

Mebs ve dig. (2005) Melanophyrniscus montevidensis (Anura, Bufonidae)
bireylerinin zehirli deri salgilar1 {izerinde yaptiklari caligmada, Dendrobatidae
ailesine mensup pek cok neotropikal kurbagada goriildiigii gibi benzersiz 6zellikler
gosteren, kuvvetli ve yiiksek derecede segici fizyolojik ozelliklere sahip pek ¢ok
alkoloidin varligindan bahsetmislerdir. S6z konusu alkoloidlerin epidermal tabakada
sikica paketlenmis sekilde gozlenen bol miktarda graniiler bez icerisinde bulundugu

ve belki de s6z konusu bezler taraindan iiretilerek salgilandig: tespit edilmistir.

Arifulova ve dig. (2007) Ceratophrys ornata bireylerini ge¢ gelisim
asamalarindaki larvalart (GS 38-46) iizerinde yaptiklar1 arastirmada ilk serdz bez
taslaklarini incelemislerdir. GS 38’de gozlenen serdz bez taslaklarini, belirgin
sekretuar Ozellikleri tagimalarina regmen yetersiz olarak nitelendirilebilinecek mini
salgi bezleri olarak tanimlamiglardir. Bu agsamada ser6z bez taslaklari, kiiresel hiicre
kiimeleri seklinde gozlenmeleri ve ilerleyen asamalarda epidermisten ayrilarak
dermise dogru gog etmeleri sayesinde miik6z bezlerden ayrilabilirler. Metamorfozun
tamamlandigt GS 46’da serdz bezler karakteristik Ozelliklerini kazanarak sikica

paketlenmis salgi vezikiillerini iretmeye baslarlar.

Almeida ve dig. (2007) Bufo ictericus’un parotoid beziyle yaptiklar
caligmada parotoid bez bolgesinin, dermis tarafindan desteklenen epidermis tabakasi
tarafindan sarildigim1 gostermislerdir. Epidermisin hemen altinda bulunan dermis,
olduk¢a gevsek bir yapiya sahiptir ve bir pigment katman subepidermik bdolgeyi
slingerimsi dermisten ayirmaktadir. Parotoid bez bolgesi kendi i¢inde ii¢ ekzokrin
bez tipine sahiptir; karigik bezler, kiiciik graniiler bezler ve biiyiik graniiler bezler.
Karigik bezler siingerimsi epitelde bulunurlar. Tek baslarina ya da biiylik graniiler
bezlerin bosaltim kanallar1 etrafinda gruplar halinde gozlenebilirler. Kii¢lik graniiler
bezler retikiiler dermisin en disina yerlesmislerdir. Biiyiik grantiler bezlerin alveolleri

ise makroskobik olarak bile gozlenebilirler.

Rigolo ve dig. (2008) Trachycephalus aff. venulosus Laurenti, 1768 (Anura,
Hylidae)’in deri bezlerini histokimyasal olarak incelemislerdir. Epidermis, keratinize

bir iist tabakaya sahip skuamoz ¢ok katli epitelden meydana gelmistir. Dermis ise iki



kisimdan olusmaktadir; iistte gevsek bag dokulu siingerimsi dermis ve altta kollajen
ve elastik fibrillere sahip kompakt dermis. Tiim kutan6z bezler siingerimsi dermiste
yer alirlar. Graniiler bezlerin boyutlar1 miik6z bezlerden biiyiiktiir. Bu durum biitiin
anurlar i¢in gecerlidir. Her iki tlirdeki bezin, salgi linitesini saran miyoepitel hiicreler
gozlenmektedir. Miyoepitel hiicreler sekresyon icin gereklidirler. Salginin biriktigi
sinsityumu kasilmak suretiyle sikistirarak, salgi igeriginin salgi kanali vasitasiyla

disar1 ¢ikmasinda is goriirler.

Jared ve dig. (2009) Rhinella jimi (Anura: Bufonidae)'nin parotoid bezleri
tizerinde yaptiklari ¢calismada, kurbaganin dorsal ve ventral bdlgelerinden aldiklari
deri Orneklerini incelemislerdir. Dorsal deri epidermisi yaklasik 6 hiicre
kalinligindadir ve diizensiz bir ylizeye sahiptir. Dermis ise miikéz ve graniiler
bezlerin bulundugu stratum spongiosum ve kalin kollajen fibrillere sahip stratum
kompaktum’dan meydana gelmistir. Miik6z bezler epidermisin hemen altinda
dizilmislerdir. Salg1 epiteli PAS ve Alcian Blue pozitiftir. Ancak Bromofenol Blue
ile reaksiyon vermemektedir. Daha biiyiik yapidaki graniiler bezler ise Bromofenol
Blue pozititfken PAS ve Alcian Blue negatiftir. Ventral deri, dorsal deri ile
karsilastirildiginda oldukc¢a incedir ve daha az sayida salgi bezine sahiptir. Dorsal
derinin aksine miikdz bezler agirliktadir. Parotoid bezlerde yapilan analizler ise
dorsal derinin kalinlagsmis olan bu bélgesindeki epidermisin hemen altinda bulunan
miikéz ve graniiler bezlere ilave olarak, stratum kompaktum’a kadar uzanan sise
seklinde ve c¢ok biiyiik boyutlu sinsityal bezlerin varligini ortaya c¢ikarmistir. Bu
bezlerin kanallar1 dermis ve epidermisi kat ederek disar1 agilmaktadir ve yalnizca
parotoidde bulunan farklilasmis pek c¢ok bez tarafindan sarilmislardir. Farklilagmis
bezler hem miikoz hem de graniiler bezlerden acik bir sekilde farklidir. Miikoz
bezlere benzer sekilde PAS ve Alcian Blue pozitif olmasina ragmen bu bezlerin

boyutlart miikdz bezlere gore oldukca (3-4 kat) biiyiiktiir.

Delfino ve dig. (2010) Phyllobates bicolor (Anura: Dendrobatidae) larva,
juvenil ve erginlerinin serdz kutandz bezleri lizerinde ¢alismislardir. 25. evredeki
larvalarin epidermisi iki tabakalidir; i¢ (bazal) ve dis (kaplama) hiicreler. Dermis ise
6-8 um kalinhigindadir ve yogundur. 38. evredeki orneklerde ser6z bezlerin
tomurcuklar1 gozlenebilmektedir. 43. evredeki bireylerde muhtemel serdz bezler

olgunlagmaya baslamistir. Miyoepitel tesekkiil etmis, bezlerin disa agilan kanallar



epidermisi kat ederek disar1 agilmistir. Olusmaya baslayan salgi {iriinii vezikiiller
halindedir ve opaktir. Ergin bireylerde ise kutandz bezler sikica paketlenmistir ve
genellikle genis ylizey bolgeleri boyunca biri digerine yapisik halde bulunmaktadir.
Serdz bezler, miikoz {initelerle birbirlerini izler sekilde siralanmislardir. Boylece her

bezin kendi salgisi, digerine karismadan ylizeye ¢ikabilmektedir.

Kurbagalarin deri yapilar1 ve bezleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin bazilarinda,
ergin kurbagalarin deri bezlerinde serotonin bulunduguna dair kanitlar elde
edilmistir. Bu konu hakkinda yapilan en kapsamli ¢alisma inceli ve dig. tarafindan
2004 yilinda gergeklestirilmistir. Rana ridibunda tiyeleri iizerinde yapilan ¢alismada,
deride gbzlenen mukus bezlerinin morfolojik agidan iki farkli tipte olduklarini tespit
etmislerdir. S6z konusu ¢alismaya gore, birinci tipteki mukus bezleri kiigiiktiir ve
salg1 boliimleri kisa kiibik hiicreler igermektedir. Liimenlerinde herhangi bir salgi
iriinii gézlenmemistir. Bazi hiicrelerin sitoplazmalar1 ise PAS pozitif reaksiyon
gostermistir. Ikinci tip mukus bezleri ise daha biiyiiktiir. Salg1 béliimiindeki hiicreler
kiibikten silindirige dogru degismektedir. Liimende gozlenen salgi maddesi
fibrilerdir ve PAS pozitiftir. Sekresyon iiriinii Hematoksilen-Eozin ya da Masson’s
triple boyasi ile boyanmamaktadir. Zehir bezleri ise mukus bezlerinden ¢ok daha
biiyiiktiir. Salg1 epiteli sinsityaldir ve miyoepitel hiicreler gozlenmektedir. Yapilan
calismada belirlenen salgi hiicrelerinin limenleri eliptiktir ve dairesel salgi
graniillerine sahiptir. Bu graniiller Hematoksilen-Eozin ya da Masson’s triple boyasi

ile kirmizimsi turuncu bir renge boyanmaktadir ve PAS negatiftirler.

Inceli ve dig. (2004) tarafindan Streptavidin-Biyotin ydntemiyle
immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitlerde ise epidermis ve dermisi olusturan
bag doku serotonin immiinoreaktif degildir. Birinci ve ikinci tipteki mukus bezlerinin
salg1 boliimlerindeki bazi hiicreler ise serotonin immiinoreaktiftir. ikinci tip mukus
bezlerinin limen maddeleri serotonin immiinoreaktifken, birinci tipdekiler degildir.
Cok az miktarda salgi igeren zehir bezleri serotonin immiinoreaktif gibi
goriinmemektedir. Ancak salgi biriktirmeye baslayanlar veya liimeninde salgi
bulunan hiicreler serotonin immiinoreaktiftir. Benzer sekilde az miktarda salgi iceren
bezlerin miyoepitel hiicreleri serotonin immiinoreaktif degilken, limeninde bol
miktarda salgi bulunan bezlerin miyoepitel hiicreleri de kismen serotonin

immiinoreaktif 6zellik géstermektedir.



Kurbaga larvalarinda ise dollenmeden itibaren serotonin varlig1 saptanmaistir.
Fukumoto ve dig. (2005) erken evredeki Xenopus embriyolari iizerinde yapiklari
calismada dollenmeyi takip eden bdliinme evreleri boyunca serotoninin bulundugu
hiicreleri tespit etmislerdir. Segmentasyondan 6nce hemen hemen tiim yumurtaya
yayilmis olan serotoninin, 64 blastomerli evreye gelindiginde azaldigini ve spesifik

blastomerlerde toplaniyor gibi gériindiigiinii ortaya koymuslardir.

Olea ve dig. (2019) Rhinella bergi (Anura: Bufonidae)’nin deri ve parotoid
bezlerinin farklilasmasi tizerine yaptiklari histolojik ve immiinohistokimyasal
caligmada premetamorfik, postmetamorfik, juvenil ve ergin bireyleri ayrintili bir
sekilde degerlendirmislerdir. Histolojik 6rnekler genel yapinin tanimlanmasi igin
H&E, glikokonjugatlar (glikanlar) i¢cin PAS-Hematoksilen, primer karboksilli asidik
glikozaminoglikanlar i¢in Alcian blue pH 2,5 ve hematoksilen, proteinler icin
Coomassie mavisi, yaglar i¢in Oil-red ve sinir lifleri i¢cin Bielschowsky giimiis
empregnasyonu yontemiyle muamele edilmislerdir. GS 31-41 arasinda
stereomikroskop altinda incelenen orneklerin kutandz yiizeylerinde katman olarak
herhangi bir protuberans (=kabart1) gozlenmemistir. Parotoid bez ise postorbital
bolgede yer alan bir protrusyon (=¢ikinti) seklindedir. Isik mikroskobu c¢aligmalarinin
GS 31-35 erken evrelerinde epidermis, oldukg¢a kalin bazal membrana sahip, piramit
seklinde, ¢ok tabakali epitel hiicrelerinden meydana gelmistir. Ancak miikéz bezlerin
gozlenmesi GS 35-41 evrelerine kadar miimkiin olmamaktadir. Salgi varlig
gostermeyen bu bezler, aynm1 merkez cevresinde devamli olarak siralanmis kiibik
hiicreler seklindedir. Tek sirali miyoepitel hiicre katmani tarafindan sarilmus,
periferal niikleusa sahip sinsityal salgi epiteli igerisinde gozlenen 2-3 salgi graniilii
ile ayirt edilebilen graniiler bezlerin ortaya c¢ikisi ise GS 42-46 arasinda
gerceklesmektedir. Juvenil bireylerde epidermis ¢ok katmanli bir tabaka haline
gelmektedir. Miikoz bezler kii¢lik boyutlu ve tiim deri tabakalar1 boyunca yayilmis
vaziyettedir. Graniiler bezler az sayida olup sinsityumlarinda depoladiklar
eozinofilik graniiller sayesinde ayirt edilebilmektedir. Bu evrede hem miikoz hem de
serdz bezler deri yiizeyine agilan salgi kanallarina sahiptir. GS 43-44 itibariyle
viicudun her iki yaninda, postorbital bolgedeki deride yapisal bir yenilenme siireci
meydana gelmektedir. Graniiler bezlerin birikerek biiyliimesi sonucunda erigkin
bireylerin karakteristik parotoid bezleri ortaya c¢ikmaktadir. Ergin bireylerde

epidermis 3-5 tabakadan meydana gelmektedir. Dis kisminda bulunan keratinize



yapidaki stratum korneumu g¢ok tabakali stratum spinosum takip etmektedir. En igte
ise stratum germinatium ve bazal membran yer almaktadir. Bununla birlikte,
serotonin hormonunun larval ve ergin Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve
Pelophylax bedriagae tiirlerinin derilerinde salgilandig1 bolgeler ve bu bolgelerde

bulunan serotonin immiinoreaktif bezler hakkinda tam bir bilgi bulunmamaktadir.

1.2  Kuyruksuz Kurbagalarin Kan Parametreleri

Kurbagalar, dolasimlarinda goézlemlenen kan hiicre sayilar1 ve boyutlari
acisindan omurgalilarin en heterojen gruplarindan birisidir. Bununla birlikte
amfibilerin kan hiicre sayimlar1 genis bir bireysel cesitlilik ve tiirler arasinda dikkate
deger farkliliklara sahiptir (Hutchison ve Szarski 1965, Szarski ve Czopek 1966,
Rouf 1969, Sinha 1983, Atatiir ve dig. 1999, Cabagna ve dig. 2005). Kan fizyolojisi
basligi altinda Ozellesen hematolojik, morfolojik, serolojik ve biyokimyasal
calismalar Ozelikle cevresel etkilerin belirlenmesi agisindan biiyiik bir énem arz
etmektedir. Tipkr diger omurgalilarda oldugu gibi kan fizyolojisi ¢alismalari, amfibi
populasyonlarinin fizyolojik, patolojik, ekolojik ve saglik durumu hakkinda bilgi
edinebilmek igin indikator olarak kullanilabilmektedir (Cabagna ve dig. 2005, Davis
ve Durso 2009, Mahapatra ve dig. 2012, Young ve dig. 2012, Hota ve dig. 2013, Das
ve Mahapatra 2014). Bifazik bir yasam dongiisiine sahip olmalar1 dolayisiyla
amfibiler ani sicaklik degisimleri, nem degisimleri, habitat ve sulak alan kosullari,
cesitli kirleticiler vb. cevresel degisimler agisindan ¢ok daha kirilgandirlar (Cabagna
ve dig. 2005, Mahapatra ve dig. 2012). Bununla birlikte amfibiler potansiyel olarak
takip edilebilir ve giivenilir biyoindikatorlerdir (Welsh ve Ollivier 1998, Mahapatra
ve dig. 2012). Bu sebeple kan parametreleri hakkindaki herhangi bir bilgi ya da

referans deger hem amfibiler hem de ¢evre agisindan oldukga degerlidir.

Kan parametreleri iizerinde yapilan ¢alismalarin pek cogu hematolojik ya da
serolojik caligsmalardir. Genellikle kan hiicrelerinin sekillerini, sayilarin1 ve
boyutlarin1 ya da kan serumunun kimyasal yapisini inceleyen bu arastirmalarda,
diger kan parametreleri yalnizca kismi olarak incelenmistir. Bazi anur tiirlerinin

eritrositleri lizerinde yapilan morfometrik ¢alismalar Tablo 1.1°de listelenmistir.



Tablo 1.1: Baz tiirlerin eritrositleri iizerinde yapilan morfometrik ¢aligmalar (EU: Eritrosit hiicre uzunlugu, EG: Eritrosit hiicre genigligi, NU: Niikleus uzunlugu, NG:

Niikleus genisligi, EA: Eritrosit alani, NA: Niikleus alani)

.. NG NA
Tiir EU@m) EG(um) NU (um) EU/EG NU/NG  EA (um°) > Yazarlar
(1m) (um’)
SUCUL VE YARISUCUL
Pelophylax ~ 2314£022  13,1080,00 851011 5012001 1614003 158:003  26563:253 3834074 1 Ve Cleels
bedriagae Ak ok
20,98+0,20  13,39+0,06 8,61£0,06 544+0,02 157+0,02 1,58+0,01  220,63+242  36,77+0,29 a‘;(‘)’lelcl‘?e’
Pelophylax 5 2 5 9 5 9 . .
Rana holtzi 19,10£0,12  12,80+0,06 7,84+0,04 4,13+0,04 1,64+0,10 1,93+0,02  192,81+1,83  2546+0,27 Arkan ve dig, 2001
Rana 20,55+0,12  13,46+0,05 8,66+0,06 4,14+0,04 1,54+0,01 2,14+0,03  217,68+1,76  28,03+0,28 Arkan ve dig, 2001
macrocnemis i
22,66+0,05  14,22+0,03 10,08+0,03 591+0,02 1,46+0,02 1,73£0,01  278,23+0,90  36,76+0,21 Arse”mz‘c’)%g"ermer’
Ranacamerani  19,81+0,08  12,78+0,03 8,45+0,06 3,94+0,03 1,55+0,01 2,18+0,02  198,85+1,11  26,09+0,20 Arikan ve dig, 2001
. Arikan ve Cigek,
Rana dalmatina  19,99+0,24  12,11+0,11 8,78+0,09 5,59+0,02 1,65+0,02 1,57+0,02  190,47+3,53  38,48+0,42 2010
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Tablo 1.1 (devam): Baz tiirlerin eritrositleri tizerinde yapilan morfometrik ¢aligmalar (EU: Eritrosit hiicre uzunlugu, EG: Eritrosit hiicre genisligi, NU: Niikleus
uzunlugu, NG: Niikleus genisligi, EA: Eritrosit alani, NA: Niikleus alant)

NG

NA

Tiir EU (um EG (um) NU (um EU/EG NU/NG  EA (um® > Yazarlar
1m) 1] um) (um) (nm°) (um?)
21,80+0,12  15,05+0,08 9,59+0,16 4,88+0,06 1,45+0,02 198+0,04  258,144236  36,66+0,82 Atatiir ve dig, 1999
Bombina i
bombina 22084080  14.74+0.70 10,77+1.00 7,11+0,60 1,49+0,06 - 255,82+19,80 ] Wojtaszek ve
Adamowicz, 2003
2498+021  15,77+0,09 11,91+0,07 7.48+0,02 1,59+0,01 - 310,95+4,030  69,95+0,47 Arikan ve dig, 2010
KARASAL
Bufo bufo 20,85+0,10  13,45+0,07 7,81+0,10 4,34+0,10 1,55+0,01 1,86+0,05  221,22+1,90  26,60+0,63 Atatiir ve dig, 1999
17,86+0,07  12,7140,04 6,25+0,13 3,72+0,04 1,38+0,01 1,96+0,05  179,18+0,96  18,13+0,56 Atatiir ve dig, 1999
Bufotes viridis
18,31+0,12  13,92+0,11 7,60+0,10 5,42+0,04 1,32+0,01 1,42+0,02  200,16+2,52  32,03+0,60 Ulubeli ve dig, 2020
Pelobates . .
syriacus 17,56+0,08  11,70+0,07 6,63+0,09 3,47+0,04 1,50+0,01 1,96+0,05  161,85+1,31  18,13+0,56 Atatiir ve dig, 1999
Pelodytes .
caucasicus 15,29+0,18 9,68+0,09  6,2140,07 3,81+0,05 1,58+0,01 1,63+0,02  116,42+2,07  18,71+0,31 Arikan ve dig, 2003
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Tablo 1.1 (devam): Baz: tiirlerin eritrositleri tizerinde yapilan morfometrik ¢aligmalar (EU: Eritrosit hiicre uzunlugu, EG: Eritrosit hiicre genigligi, NU: Niikleus
uzunlugu, NG: Niikleus genisligi, EA: Eritrosit alan1, NA: Niikleus alani)

NG 2 NA
Tiir EU (um EG (um) NU (um EU/EG NU/NG EA (um 2 Yazarlar
pm) n pm) (um) (nm°) (um?)
Odontophrynus ) 56 065 14974054 7764046 451=034 - - 253,99+14,25 27,37+2,22 Grenat ve dig, 2009
americanus
Odggﬁgggx‘“s 18,5240,52  12,78£0,31 6294037 3684024 - - 186,03+4,64  18,14+1,23 Grenat ve dig, 2009
ARBOREAL
Hylaarborea  19,80+0,10  12,89+0,06 7,94+0,10 3,5040,08 1,54+0,01 2,35£0,07  200,33+1,66 21,88+0,61 Atatiir ve dig, 1999
Hylasavignyi  18,63:0,18  12,41+0,08 7,09:0,09 3,97+0,08 1,50+0,02 1,82+0,04  181,44+1,98  22,30+0,55 Ar‘kaggfoc“?ek’
Polypedates M=18,64+2,27 12,86+1,18 7,71+1,04 5,14+0,80 i i 243,15+37,84  41,85+9,64 Mahapatra ve dig,
maculatus ~ F=18,43+3,43 1136+1,18 7,50+1,22 5,57+1,13 210,59+38,28  43,13+2,82 2012
Hypsiboas ) 511099 14,94£0,62 9,54:0.41 533:042 1,51£007 179:0,10 26540£19,00 4086+560 Caquetvedig,
cordobae 2013
Microhyla ~ M=22,1142,16 13,18%220 12,27+1,16 681+162 17320,34 186+032 254,39:4082 6596+1813 |, = . .00
ornata F=21,96+2,11 139342,22 12,42+163 7,72+1,78 1,6240,32 1,66+0,31  238,29+29,75  76,43+23,51 ve dig,
Polypedates  M=16,87+1,30  8,95+0,12  6,15£0,26 5,0+0,08 1,88+0,16 1,22+0,04  117,774920  23,98+1,27 Das ve
traiensis ~ F=19,77+1,53  8,6240,34  7,5:1,73 55+0,90 2,29+0,18 1,35:0,15  153,01+3511 33,0+12,80 Mahapatra, 2014
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Leftwich ve Burke (1964), Ranid kurbagalarin kanlarindaki oksijen kapasitesi
hakkinda yaptiklar1 arastirmada 50 Rana pipiens, 43 Rana clamitans ve 52 Rana
catesbeiana bireyi tizerinde ¢alismiglardir. Rana pipiens ile Rana clamitans tyeleri
arasindaki oksijen kapasitesi arasindaki farki hacimsel olarak %4,3, Rana pipiens ile
Rana catesbeiana tiyeleri arasindaki farki ise %3,4 olarak hesaplamislardir. Ortalama
degerler arasindaki farkin standart hatanin 3 katindan fazla olmasi sebebiyle, s6z
konusu farklari istatistiksel agidan belirgin derecede anlamli olarak tanimlamiglardir.
Rana clamitans ve Rana catesbeiana arasinda ise bahsi gegen hacimsel fark %0,9
olmakla birlikte, benzer degerlendirme sonucunda bu iki tiir arasindaki oksijen

kapasitesi farkinin da istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koymuslardir.

Emilio (1974) Rana ridibunda bireylerinin kan gazi konsantrasyonlari {izerine
yaptig1 calismada, “normal soluk alma” ve “dalis” esnasindaki oksijen ve
karbondioksit seviyelerini arastirmistir. Normal soluk alma esnasindaki pO, ve pCO;
seviyeleri sirastyla 65-90 mmHg ve 6-9 mmHg iken yaklasik 10 dakikalik dalis
sonrasinda s6z konusu seviyeleri 10-20 mmHg ve 14-20 mmHg olarak gostermistir.
Calismanin ilk boliimiindeki deneylerde, akcigerlerin karbondioksit bosaltiminda ¢ok
kiiciik bir rol oynadiginin ve asil bosaltimin deri vasitasiyla gerceklestiginin ortaya
cikmast sebebiyle, pCO, seviyesinde bir sekilde meydana gelen artigin siirpriz
oldugunu belirtmistir. Buna ek olarak dalis esnasinda oksijen aliminin minimum
seviyede olmasi ve oksijen rezervinin olagan aerobik metabolizma seviyesini 5
dakikadan fazla sabit tutamayacagini isaret etmistir. Boylece uzun siireli dalislarda
(20-30 dk) her ne kadar deri solunumu ile oksijen alimi1 gergeklesse de karbondioksit

iretimi ve depolanmasinin azalmasi gerektigini ongdrmiistiir.

Atatiir ve dig. (1999), Wright boyasi ile boyanmis yayma kan
preparatlarindan yararlanarak Tiirkiye’de yasayan bazi kuyruksuz kurbagalarin
(Rana ridibunda, Bufo bufo, Bufo viridis, Pelobates syriacus, Bombina bombina,
Hyla arborea) eritrosit biiyiikliiklerini tespit etmislerdir. En biiyiik eritrositler Rana
ridibunda’da, en genis eritrositler Bombina bombina’da ve en kiigiik eritrositler ise

Pelobates syriacus’ta bulunmustur (Tablo 1.1).

Arikan ve dig. (2001) amfibilerde eritrosit biiyiikliikleri ve sayilarinin tiirler
arasinda 6nemli derecede farkliliklar gosterdigini belirttikleri ¢alismada, Anadolu

dag kurbagalarinda eritrosit hiicre ve niikleus biiytikliiklerini saptayarak niikleus ve
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hiicre biiytlikliigii arasindaki iligkiyi ortaya koymay1 amaglamislardir. Elde ettikleri
verilere gore en bliylik eritrositler 1630 metre rakimdan toplanan Rana macrocnemis
tiyelerinde goézlenmistir. En kiiglik eritrositler 2460 metreden alinan Rana holtzi
orneklerinde tespit edilirken, 2215 metreden 6rneklenen Rana camerani iiyelerinin
eritrositleri biiyiiklik agisindan 2. siradadir. Sonug olarak s6z konusu calismada
yiikseklik arttik¢a eritrosit biiyiikliiglinlin azaldig1 yoniinde bir goriis 6ne stiriilmiistiir
(Tablo 1.1).

Pelodytes caucasicus (Kafkas kurbagasi)’un 10 erkek ve 10 disi bireyi
tizerinde gergeklestirilen ¢alismada ise Arikan ve dig. (2003), cinsiyetler arasinda
kan hiicre sayilar1 ve boyutlar1 agidan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlemezken, eritrosit bilyiikliiklerinin Tirkiye’de goriilen diger anur tiirlerine
gore boyut olarak kii¢iik ancak say1 olarak yiiksek miktarda oldugunu bildirmislerdir
(Tablo 1.1).

Wojtasnek ve Adamovic (2003), Bombina bombina bireylerinin kan
parametreleri iizerinde yaptiklari g¢alismada, ortalama eritrosit hiicre alanlarini
255,82+19,8 pm? olarak hesaplamuslardir. Aym genusa ait B. orientalis iiyelerinin
ortalama eritrosit ylizey alanindan 1,07 kat biiyiik ve B. variegata iiyelerinin ortalama
eritrosit yiizey alanindan 1,2 kat kii¢iik olan s6z konusu hiicrelerin, 3 tiir arasindaki

en az eliptik yapiya sahip eritrositler oldugunu belirlemislerdir (Tablo 1.1).

Tosunoglu ve Arikan (2007) Pelodytes caucasicus ve Pelobates syriacus
populasyonlarina ait orneklerin kan serum proteinlerini poliakrilamid disk
elektroforezi ve densitometri yontemleri ile kalitatif ve kantitatif agidan
karsilastirmislardir. Her iki tlirin populasyonlarinda kan-serum proteinlerinin hem
kalitatif hem de kantitatif olarak farkliliklar gosterdigini saptamislardir. Bu sonug
Pelodytes genusunun ayr1 bir familya (Pelodytidae) olarak degerlendirilmesi

geregine dikkat ¢ceken morfolojik ve osteolojik ¢aligmalart destekler durumdadir.

Arserim ve Mermer (2008) Uludag kurbagasi, Rana macrocnemis Boulenger,
1885’in hematolojisi iizerinde ¢alismiglardir. Calismada, ergin Rana macrocnemis
orneginde periferal kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit, trombosit) morfolojisindeki
mevsimsel degisimleri histolojik yontemler kullanarak incelemis ve istatistiksel

acidan karsilagtirmiglardir. Hazirlanan kan preparatlarint Wright’s boyasi ile
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muamele ederek degerlendirmis ve ortalama eritrosit sayisi ile ilgili parametreler
acisindan (Hb: hemoglobin, HCT: hematokrit, MCV: ortalama hiicre hacmi, MCHb:
ortalama hiicre hemoglobini, MCHbC: ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu)
mevsimsel degisikliklerin var oldugunu saptamislardir. Buna ek olarak hiicre
biyiikliikleri agisindan gozlenen kiiciik mevsimsel farkliliklarin ise bireysel

varyasyonlar oldugu sonucuna varmiglardir.

Davis (2008) tarafindan Ambystoma talpoideum (Kostebek semenderi)
larvalarinin  eritrosit morfolojilerinin  ontogenetik degisimleri {izerine yapilan
calismada semender boyutlari ile eritrosit hiicre genisligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliskiden bahsedilmistir. Nitekim artan semender boyutuyla birlikte
eritrosit hiicrelerinin kiiclildiigiine dair herhangi bir kanita rastlanamamistir. Ancak,
viicut biiyiikliigi ile hiicre uzunlugu ve genigliginin standart sapmalar1 arasinda
negatif bir iliskinin varligindan ve viicut biyikligi arttikca hiicrelerin
uzunluklarimin azalarak ve genisliklerinin artarak daha yuvarlak bir form

aldiklarindan s6z edilmistir.

Grenat ve dig. (2009), ergin ve larval Odontophyrnus americanus bireyleri
arasindaki eritrosit varyasyonlar1 hakkinda yaptiklari ¢alismada, juvenil bireylerin
eritrosit hiicre ve niikleus biiyiikliiklerinin ergin bireylere oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede kii¢iik oldugu sonucuna ulagsmislardir (Tablo 1.1). Odontophyrnus
genusunun farkli ploidi seviyelerinde 2 kriptik tiire sahip oldugu belirtilen ¢alismaya
gore, O. americanus 4n = 44 kromozoma sahipken O. cordobae 2 = 22
kromozomludur. Yapilan karsilastirmalar sonucunda, ozellikle hiicre biyiikligi
kullanilarak yapilan ploidi ¢alismalari igin 6nemli bir nokta olarak, larval tetraploid
bireylerin eritrosit hiicre biiyiiklikklerinin benzerlik gdstermelerine karsin,
niikleuslarinin diploid bireylere oranla anlamli derecede biiyiikk oldugunu ortaya

koymuslardir.

Arikan ve Cicek (2010), Tiirkiye herpetofaunasinin gesitli tiirlerinin periferal
kan hiicreleri lizerinde yaptiklart arastirmada, 12 anur tiiriinii (Pelophylax bedriagae,
Pelophylax caralitanus, Rana dalmatina, Rana holtzi, Rana macrocnemis, Bufo bufo,
Pseudepidalea variabilis, Pelobates syriacus, Pelodytes caucasicus, Bombina

bombina, Hyla arborea, Hyla savignyi) arastirmislardir. Calismanin sonucunda
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anurlarin eritrositlerinin urodellerden daha kiiglik oldugu ve anurlar arasinda en

biiyiik eritrosite sahip tiiriin, sucul Pelophylax caralitanus oldugu hesaplanmastir.

Gil ve dig. (2011), baz1 anurlarin kan kompozisyonlarindaki (kirmizi ve
beyaz kan hiicre sayimlari, hemoglobin konsantrasyonu, hematokrit degeri, ortalama
hiicre hacmi, ortalama hiicre hemoglobini, ortalama hiicre hemoglobin
konsantrasyonu ve total plazma proteini) degisimleri arastirmiglardir. Pseudepidalea
viridis, Pelobates syriacus, Hyla arborea, Rana dalmatina ve Pelophylax ridibundus
tiirleri iizerinde yapilan c¢alismanin Ornekleri Canakkale’nin degisik bolgelerinden
toplanmistir. Cinsiyetler aras1 farklar géz Oniine alindiginda P. viridis bireyleri
arasindaki hemoglobin, hematokrit ve ortalama hiicre hacmi degerleri istatistiki
acidan anlamli derecede farklidir. Karasal ve sucul tiirlerde kirmizi kan hiicreleri
sayica fazlayken yari sucul tiirlerde daha azdir. Hemoglobin konsantrasyonu,
hematokrit degerleri, ortalama hiicre hacmi ve ortalama hiicre hemoglobini ise

karasal tiirlerde daha yiiksek bulunmustur.

Mabhapatra ve dig. (2012), Hint aga¢ kurbagasi Polypedates maculatus Gray,
1833 (Anura: Rhacophoridae)’un hematolojisi lizerine ¢alismislardir. Disi ve erkek
bireylerin ayr1 olarak degerlendirildigi ¢alismada kan hiicrelerinin boyutlar (eritrosit,
lenfosit, monosit, eozinofil, bazofil ve nétrofil), baz1 kan parametreleri (hemoglobin
konsantrasyonu, hematokrit degeri, kan hiicrelerinin hacmi, kan hiicrelerinin
konsantrasyonu) ile karsilastirilmistir. Ancak, ¢alismada istatistiki agidan anlamli bir

fark elde edilememistir.

Bununla birlikte Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax
bedriagae tiirlerinin kan parametreleri hakkinda herhangi ayrintili bir bilgi

bulunmamaktadir.

1.3  Tezin Amaci ve Onemi

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’de bulunan 6 aileye dahil 16 anur tiirtinden
Denizli il siirlar igerisinde bulunan 4’4 Bufo bufo (=Sigilli Kurbaga), Bufotes
viridis (=Gece Kurbagasi), Hyla orientalis (=Aga¢ Kurbagasi) ve Pelophylax

bedriagae (=Levanten Kurbagasi) ele alinmistir.
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Bufo bufo, Avrupa'da ve Kuzey Avrasya'da, Tiirkiye dahil olmak iizere Bati
Asya'nin bir kisminda yaygmdir (Agasyan ve dig. 2009). igne yaprakli, karisik ve
yaprak doken ormanlarda, korularda, ¢aliliklarda, ¢ayirlarda, kurak alanlarda, park ve
bahg¢elerde yaygin bulunan ve adapte olabilen bir tiirdiir (Agasyan ve dig. 2009).
Genellikle genis acik alanlardan kagiman Bufo bufo iyeleri, ekseriyetle yogun bitki
ortiistine sahip nemli alanlarda go6zlenir. Gozlenebilen rakim arali§i deniz
seviyesinden 3.000 m'ye kadar degismektedir (Agasyan ve dig. 2009). Genis
dagilimi, genis bir habitat yelpazesine toleransi, varsayilan biiylik niifusu ve tehdit
altindaki bir kategoride listelenmeye hak kazanacak kadar hizli bir sekilde azalmasi
heniiz muhtemel olmadigi i¢in [IUCN Kirmizi Listesi'nde En Az Endise verici (LC)
olarak listelenmistir (Agasyan ve dig. 2009).

Bufotes viridis, Trakya bolgesi disinda tiim Tirkiye'de yaygin olarak goriilen
karasal bir anur tiirlidiir. Cayir ve bozkir habitatlarinda, ormanlarda, ¢alilik alanlarda,
cesitli sulak alanlarda ve su kiitlelerinin yakinlarinda bulunabilir (Aver ve dig. 2015).
Gozlenebilen rakim aralig1 deniz seviyesinden 4600 m'ye kadar degigsmektedir. Hatta
Himalayalar'da da bazi1 populasyonlar rapor edilmistir (Budak ve Go¢men 2008). B.
viridis taksonomisi ile ilgili devam eden sorunlar ve eksiklikler géz Oniinde
bulunduruldugunda, buna ilaveten Extent of Occurrence bilgileri (EOO=bir tiiriin
ortaya ¢ikisinin en distaki cografi sinirlart icinde kalan alan), durumu ve ekolojik
gereksinimlert hakkinda son bilgilerin bulunmamasi nedeniyle TUCN Kirmizi

Listesi'nde Veri Yetersiz (DD) olarak listelenmistir (Avcer ve dig. 2015).

Hyla orientalis batida Polonya’dan, doguda Rusya’nin batisi ve Kafkas
bolgesinde ve glineyde Balkanlar ve Tiirkiye'de gbzlenen yaygin bir Palearktik tiirdiir
(Dufresnes ve dig. 2020). Genellikle agik, iyi aydinlatilmis genis yaprakli ve karigik
ormanlar, c¢aliliklar, ¢ayirlar, bahgeler, iizim baglari, meyve bahgeleri, parklar, gol
kiyilar1 ve algak nehir kenar1 bitki ortiisii yakinlarinda bulunmaktadir (Kaya ve dig.
2009). Populasyonlar kuraklik donemlerini tolere edebilir ve kuru habitatlarda
hayatta kalabilir. Gozlenebilen rakim arali§i deniz seviyesinden 2300 m'ye kadar
degismektedir (Kaya ve dig. 2009). Genis dagilimi, tahmin edilen biiyilik niifusu ve
tehdit altindaki bir kategoride listelenmeye hak kazanacak kadar hizli bir sekilde
azalmasi heniiz muhtemel olmadigr i¢cin IUCN Kirmiz1 Listesinde En Az Endise

verici (LC) olarak listelenmistir (Kaya ve dig. 2009).
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Pelophylax bedriagae biiyiik 6l¢iide sucul bir anur tiiriidiir. Dogu Akdeniz’in
zengin su bitki Ortiistine sahip kalict sulak alanlarinda (kalici goletler, yagmur
havuzlari, akarsular, dereler, bosaltim kanallari, su depolari, batakliklar, temiz su
kaynaklari, dalyanlar vb.) olduk¢a genis bir yayilis gostermektedir (Papenfuss ve dig.
2008). Oldukga suculdur ve su birikintileri, s1g goletler, biiyiik géller, biiyiik nehirler,
dag akarsular1 gibi ¢ok ¢esitli akan ve durgun su habitatlarinda yasar (Baskale ve dig.
2018). Tirkiye'de ise Ege kiyilarinda ve Anadolu yaylalarinin giiney kesimlerinde
yaygindir. Ayn1 zamanda, Rodos adas1 da dahil olmak {izere Tiirkiye kiyilarina yakin
Yunan adalarinda bulunmakta (Arnold 2003, Baran ve dig. 2021) ve Kibris'in ¢ogu
bolgesinde de gozlenmektedir (Papenfuss ve dig. 2008). Gozlenebilen rakim araligi
deniz seviyesinden 1500 m'ye kadar degismektedir. Pelophylax bedriagae, genis
alandaki dagilimi, genis bir habitat yelpazesine toleransi, yaygin ve biyiik bir
populasyona sahip olmasi ve tehdit altindaki bir kategoride listelenmek icin yeteri
kadar hizl1 bir sekilde azalmas1 muhtemel olmadig1 i¢cin [UCN Kirmizi Listesi'nde En

Az Endise verici (LC) olarak listelenmistir (Papenfuss ve dig. 2008).

Amfibi derisi, morfolojik karmagikligin1 yansitan sekilde, birden fazla
fonksiyona sahip olan iki tabakadan meydana gelmektedir; epidermis ve dermis
(Rigolo ve dig. 2008). Epidermis ektodermal, dermis ise mezodermal kokenlidir ve
tirler arasindaki varyasyonlarina (kalinligi, oluklu veya piiriizsiiz olusu vb.) ilave
olarak tiir icinde de yasa, mevsime, bolgeye gore farkli sayida ve yapida hiicreden ya

da tabakadan meydana gelebilmektedir (Mangione ve dig. 2011).

Deri, tiire bagl olarak, su alimina, iyon taginimina, solunuma, 1s1 transferine,
kamuflaja ve hatta avcinin caydirilmasina katkida bulunur (Varga ve dig. 2019).
Klasik bir amfibi epidermisi, en dista kismen kornifiye olmus bir veya iki katmanlh
skuamoz hiicre tabakasindan (Stratum korneum), kiiboidal veya polihedral hiicre
yapisina sahip 3 ila 4 katmanli ara tabakadan (stratum granulosum ve stratum
spinosum) ve kiiboidal veya kolumnar hiicrelerden meydana gelen bir bazal
tabakadan (stratum bazale veya germinativum) meydana gelmektedir (Farquhar ve
dig. 1965). Dermis tabakasi ise stratum spongiosum ve stratum kompaktum olmak

tizere iki tabakali klasik bir yap1 gostermektedir (Azvedo ve dig. 2005).

Yapilan c¢alismaya konu olan anur tiirlerinin deri yapilar1 histokimyasal

acidan ayrintili bir sekilde ortaya koyularak degerlendirilmis, deri bezleri incelenmis
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ve kullanilan immiinohistokimyasal yontemler sayesinde serotonin immiinopozitif
bolgeler ve bezler tam olarak belirlenmistir. Uygun tiirler i¢in ergin ve larval evreler
g6z oniinde bulundurularak gergeklestirilen galismalar sayesinde, Hyla orientalis ve
Bufo bufo tiirlerinin deri serotonin immiinohistokimyalar1 ilk kez belirlenirken,
Pelophylax bedriagae ve Bufotes viridis tiirlerinde ise larval bireylerin (GS 26-28)
ergin bireylerle olan farkliliklar1 da yine ilk defa ortaya koyulmustur.

Goreceli olarak kii¢iik boyutlu bir canlidan 6rnek toplama zorlugu; referans
ve ortalama kan degerlerinin eksikligi; mevsim, tiir, diyet, cinsiyet vb. gibi gesitli
faktorlerin hiicre boyutu, kan sayimi ve kan degerlerini etkileme riski goz Oniine
alindiginda amfibi kan1 ¢alismak i¢in oldukca zorlu bir doku haline gelebilmektedir
(Mahapatra ve dig. 2012). Ancak her omurgali gibi kurbagalarin kan parametreleri
tizerine yapilan c¢aligmalar bireylerin, dolayisiyla da populasyonlarin genel saglik
durumlar1 hakkinda bilgi edinilmesine yardimci olurlar. Bununla birlikte ortam
kosullari, yas, cinsiyet, viicut agirligi, beslenme ve mevsimsel degisikliklerin kan
dolagimindaki hiicre sayilarina ve kan degerlerine etki edip etmedigi, farkl: tiirler ve
degisik lokasyonlardan toplanan aymi tiire ait farkli bireyler arasindaki kan
degerlerinin kapsamli olarak arastirilmasi ve karsilastirilmasi ile ilgili calismalar ise

oldukca kisithdir.

Kurbagalarda bireysel degerlendirmelere ek olarak populasyonlarin
fizyolojik, patolojik, ekolojik agidan degerlendirilmesi s6z konusu oldugunda
hematolojik, serolojik ve morfolojik calismalar olduk¢a yaygindir. Tipki diger
canlilarda oldugu gibi s6z konusu teshis koymak oldugunda bagvurulan ilk veriler
kan parametreleridir. Ciinkii bu degerler tipki bireyler lizerinde oldugu gibi ¢evresel
faktorlerin populasyon iizerindeki etkisini belirlemek acisindan da indikator olarak
kullanilabilirler (Cabagna ve dig. 2005, Davis ve Durso 2009, Mahapatra ve dig.
2012, Young ve dig. 2012, Hota ve dig. 2013, Das ve Mahapatra 2014). Metamorfoz
gegciren canlilar olarak iki evreli bir yasam siiren amfibiler ani sicaklik degisimleri,
nem farkliliklari, habitat ve su kosullari, kirleticiler vb. ¢cevresel degisimler agisindan
potansiyel olarak giivenilebilir biyoindikatorlerdir (Welsh ve Ollivier 1998,
Mabhapatra ve dig. 2012). Bu sebeple kan degerleriyle ilgili herhangi bir veri ya da
referans degeri bireylerin, dolayisiyla populasyonun ve buna ek olarak da habitatin

saglig1 hakkinda bilgi edinebilmek agisindan olduk¢a degerlidir. Bu kapsamda,
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ekseriyetle hematolojik ve serolojik ¢alismalara konu olan hedef tiirlerden {igiiniin
(Bufotes viridis, Pelophylax bedriagae ve Bufo bufo) kan parametreleri
karsilastirilarak incelenmis ve yeni verilerin elde edilmesi sayesinde s6z konusu

tiirler ve populasyonlar1 hakkinda daha ileri bilgiler edinmemizi olas1 kilmistir.
Ozet olarak bu tez calismasindaki baslica amaglar:

1) Teze konu olan kurbaga tiirlerinin larva ve erginlerinin deri yapilarini ve deri
bezlerini incelemek suretiyle serotonin salgilanan bolgelerin belirlenerek, s6z
konusu alanlardaki salgi bezlerinin yerlesim ve tiplerinin belirlenmesi,

2) Toplanan numunelerden alinan kan 6rneklerinin, kan parametreleri detayl bir

sekilde arastirilmasidir.
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2. YONTEM

Bu tez ¢alismas1, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
06.11.2012 tarih ve 2012/09 sayili toplantis1 sonucunda verdigi PAUHDEK-
2012/033 no’lu izni ile Mart 2014-Aralik 2016 tarihleri arasinda oOzellikle
hayvanlarin aktif oldugu Nisan-Eyliil aylar1 arasinda Denizli ili sinirlar1 dahilinde
gerceklestirilmistir. Calismada toplam olarak 12 Bufo bufo, 32 Bufotes viridis, 7 Hyla
orientalis ve 35 Pelophylax bedriagae olmak iizere toplam 86 ornek
degerlendirmeye alimmustir. Larval bireyler ise dollenmis yumurta gelisimlerinin
laboratuvar ortaminda Gosner Stage (GS) 26-28’¢ kadar takip edilmesi sonucunda

orneklenmistir.

2.1 Orneklerin Toplanmast:

Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax bedriagae 6rnekleri
Denizli il smirlart i¢indeki uygun lokalitelerden toplanarak laboratuvar ortamina
getirilmistir. Karasal formlar olan B. bufo ve B. viridis 6rnekleri elle toplanmig olup
ornekleme islemi lireme donemleri goz Oniline alinarak gerceklestirilmistir. Agac
kurbagalar1 (H. orientalis) da iireme donemleri esnasinda sulak alan kenarlarinda
bulunan vejetasyonda aksamiizeri ve gece boyunca siirdiiriilen arazi g¢alismalari
sayesinde 0zellikle erkek bireylerin vokalizasyonu takip edilerek gerceklestirilmistir.
Sucul P. bedriagae ornekleri gol, gélet ve akarsu habitatlarindan atrap yardimi ile
yakalanmiglardir. Tagima kaplarina alinarak uygun ortamlar saglanan ergin 6rnekler
ve dollenmis yumurta 6rnekleri ivedilikle laboratuvar ortamina taginmiglardir (Sekil

2.1ve 2.2).
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Sekil 2.1: Tagima kabinda uygun ortama alinmig Hyla orientalis 6rnekleri

Sekil 2.2: Tagima kabinda uygun sucul ortama alinmig déllenmis Bufotes viridis yumurtalar1
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2.2 Laboratuvar Calismasi:

Toplanan larval ve ergin drnekler ayr1 ayr1 numaralandirip etiketlendirilmistir.
Histokimyasal ve immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in larva Ornekleri total olarak
Bouin sivisinda 24 saat siiresince fikse edilmistir. Ergin kurbagalar eter ile
bayiltilarak disSeksiyon tablasina alinmis, dorsal, ventral ve lateral bolgelerden 1’er
cm®lik deri oOrnekleri alinarak Bouin sivisinda 24 saat fikse edilmistir.
Dehidrasyonun ardindan 6rnekler parafine gomiilerek histokimyasal ¢aligsmalar i¢in 5
pm, immiinohistokimyasal ¢aligmalar i¢cinse 3 pm kalinliginda kesitler alinmstir.
Ardindan kesitler, genel histolojik gériiniim i¢in Harris Hematoksilen-Eozin; siilfatli
mukopolisakkaritler i¢cin Alcian Blue pH 1; asidik mukopolisakkaritler i¢in Alcian
Blue pH 2,5; bag ve kas dokularini ayirt etmek igin Masson’s triple; glikojen, mukus
ve nodtral mukopolisakkaritler icin PAS (Periyodik Asit Schiff) yontemleriyle
boyanmiglardir. Histolojik arastirmalar histokimyasal ve immiinohistokimyasal

olmak iizere iki farkli yontem kullanilarak ti¢ baglik halinde gerceklestirilmistir.

1. Genel histoloji
2. Bez histolojisi

3. Serotonin immiinohistokimyasi

Kan parametreleri igin, drneklerden alinan kan numunelerinin morfolojik ve
biyokimyasal kompozisyonlarinin belirlenmesi ve bu sayede elde edilen verilerin

istatistiksel acidan degerlendirilmesi yontemiyle gergeklestirilmistir.

2.2.1 Histokimyasal Yontemler

Genel histolojik degerlendirmeler i¢in Harris Hematoksilen-Eozin boyama
yontemi kullanilmistir. Siilfatli mukopolisakkaritler ve siilfat igeren proteoglikanlar
icin Alcian Blue pH 1; karboksilli asit mukopolisakkaritler ve glikoproteinler icin
Alcian Blue pH 2,5; nétral mukopolisakkaritler, glikojen, glikoprotein, mukoprotein
gibi kompleks karbonhidratlar igin PAS; bag ve destek dokular1 i¢in ise Masson’s

trikrom boyama yontemleri kullanilmistir.
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2.2.1.1 Harris Hematoksilen-Eozin boyama yontemi:

Soliisyonlar:

Harris hematoksilen igin:
Hematoksilen (Crist.) 1 gr.
Absolu alkol 10 ml.
Amonyum veya Potasyum aluminyum siilfat 20 gr.
Distile su 200 ml.
Civa oksit 0,5 gr.
Asit alkol i¢in:
HCI 1 ml.
%70 Alkol 100 ml.
Metot:
1. Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmig kesitler 60°C’lik
etiivde 1 gece bekletilir.
2. Kimyasal deparafinizasyon islemi ig¢in, kesitler 30’ar dakika 2 degisim
ksilende tutulur.
3. Rehidratasyon islemi igin, Absolii alkol, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde

10’ar dakika tutulur.
4. 5 dakika distile su ile yikanir.

5. 1 dakika Hematoksilen boyasinda tutulur.

6. Diferansiyasyon isglemi icin asit alkol soliisyonuna 1-3 saniye batirilip
cikarilir.

7. 1 dakika %1°lik Eozin soliisyonunda tutulur.

8. 1 dakika akar suda yikanir.

9. 10 dakika %70’lik alkolde tutulur.
10. 10 dakika %80’lik alkolde tutulur.
11. 10 dakika 9%96’lik alkolde tutulur.
12. 10 dakika Absolii alkolde tutulur.
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13. 10 dakika ksilol alkolde (1:1) tutulur.
14. 20 dakika Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol LI serilerinde tutulur.

15. Kesitler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilir.

Sonug:

Niikleuslar - Koyu mor

Sitoplazma -Pembe

2.2.1.2 Alcian Blue pH 1 boyama yontemi:

Soliisyonlar:

Alcian Blue pH 1 i¢in:
Alcian Blue 1g
0.1 M Hidroklorik Asit 100ml
Metot:

1. Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmis kesitler 60°C’lik
etiivde 1 gece bekletilir.

2. Kimyasal deparafinizasyon islemi icin, kesitler 30’ar dakika 2 degisim
ksilende tutulur.

3. Rehidratasyon islemi igin, Absolii alkol, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde
10’ar dakika tutulur.

4. 5 dakika distile su ile yikanir.

5. Alcian Blue pH 1 soliisyonuyla 15 dakika boyanir.

6. Akarsuda 5 dakika yikanir (pH 1 igin kesitlerin suyu iyice slizdiiriiliir ve
preparatlar kurutulur).

7. Notral kirmizi ile 1 dakika zit boyama yapilir.

8. Distile su ile yikanir.

9. 10 dakika %70’lik alkolde tutulur.

10. 10 dakika %80’lik alkolde tutulur.

11. 10 dakika %96’°lik alkolde tutulur.

12. 10 dakika Absolii alkolde tutulur.

25



13.
14.
15.

10 dakika ksilol alkolde (1:1) tutulur.
20 dakika Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol LI serilerinde tutulur.

Kesitler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilir.

Sonug:

Siilfatli Misinler - Mavi

Nikleuslar - Kirmizi

2.2.1.3 Alcian Blue pH 2,5 boyama yiontemi:

Soliisyonlar:

Alcian Blue pH 2,5 igin:

Alcian Blue 1g

%3 Asetik Asit 100ml

%0,1 Nuclear fast red igin:

L N o a &

Nuclear fast red 0.1g
Aluminyum siilfat 2.5g
Distile su 100ml
Metot:

Deparafinizasyon islemi igin, parafin bloktan lama alinmis kesitler 60°C’lik
etiivde 1 gece bekletilir.

Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dakika 2 degisim
ksilende tutulur.

Rehidratasyon islemi igin, Absolii alkol, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde
10’ar dakika tutulur.

5 dakika distile su ile yikanur.

Alcian Blue pH 2,5 soliisyonuyla 5 dakika boyanur.

Distile su ile yikanir.

%0,1 nuclear fast red ile 5 dakika zit boyama yapilir.

Distile su ile yikanir.
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9. 10 dakika %70’lik alkolde tutulur.

10. 10 dakika %80’lik alkolde tutulur.

11. 10 dakika 9%96’lik alkolde tutulur.

12. 10 dakika Absolii alkolde tutulur.

13. 10 dakika ksilol alkolde (1:1) tutulur.

14. 20 dakika Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol LI serilerinde tutulur.

15. Kesitler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilir.

Sonug:
Miisin - Acik mavi

Nikleuslar — Kirmizi

2.2.1.4 Masson’s triple boyama teknigi:

Soliisyonlar:

Weigert's demir hematoksilen veya muadili
Soliisyon A:
Asit fuksin -~ 0.5¢g
Xylidine ponceau  0.5g
Distile su 99mL
Glasiyal Asetik Asit 1ml
Soliisyon B:
Fosfomolibdik Asit 19
Distile su 100ml
Soliisyon C:
Light green SF yellowish  2g
Glasiyal Asetik Asit 2ml

Distile su 100ml
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Metot:

Deparafinizasyon islemi icin, parafin bloktan lama alinmis kesitler 60°C’lik
etlivde 1 gece bekletilir.

Kimyasal deparafinizasyon islemi icin, kesitler 30’ar dakika 2 degisim
ksilende tutulur.

Rehidratasyon islemi igin, Absolii alkol, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde
10’ar dakika tutulur.

5 dakika distile su ile yikanur.

10 dakika Soliisyon A’da (Weighert’s demirli hematoksilin A c¢ozeltisi)
tutulur.

Distile su ile ¢alkalanir.

5 dakika Soliisyon B’de (Weighert’s demirli hematoksilin B ¢ozeltisi) tutulur.
Distile su ile ¢alkalanir.

10 dakika Soliisyon C’de tutulur.

Distile su ile ¢alkalanir.

10 dakika %70’lik alkolde tutulur.

10 dakika %80’lik alkolde tutulur.

10 dakika %96’lik alkolde tutulur.

10 dakika Absolii alkolde tutulur.

10 dakika ksilol alkolde (1:1) tutulur.

20 dakika Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol III serilerinde tutulur.

Kesitler lizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilir.

Sonug:

Niikleus - Siyah
Sitoplazma, Keratin, Adele - Kirmizi

Kollajen, Mukus - Mavi
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2.2.1.5 PAS boyama teknigi:

Soliisyonlar:

Az miktarda toz DNPH (2,4-dinitrofenil-hidrazin) %15’1lik asetik aside

eklenir, sature olana kadar 1-2 saat boyunca calkalanir.

Schiff reaktifi:

Bazik fuksin 0.5g
Sodyum metabisiilfit 0.5g
0.15 N HCI 100ml

Tamamen ¢oziinene kadar karigtirtlir. Renk acik kahverengi-turuncu
olmalidir. Test etmek i¢in 1 damla formaldehite 1 damla Schiff reaktifi damlatilir.

Parlak mor bir renk elde edilmelidir.

Metot:

1. Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmis kesitler 60°C’lik
etlivde 1 gece bekletilir.

2. Kimyasal deparafinizasyon islemi icin, kesitler 30’ar dakika 2 degisim
ksilende tutulur.

3. Rehidratasyon islemi igin, Absolii alkol, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde

10’ar dakika tutulur.

5 dakika distile su ile yikanir.

%1511k asetik asitte ¢oziilmiis DPHN’de 30 dakika bekletilir.

Distile su ile 2 defa 5’er dakika yikanir.

%1’lik Periyodik asitte iginde 10 dakika tutulur.

Distile su ile yikanur.

© © N o 0 &

Schiff reaktifi icinde 30 dakika tutulur (¢ok morlasirsa siire kisaltilir).

10. [%1 HCI igine %0,5 Sodyum metabisulfit] her defasinda 2 dakika olmak
tizere 3 kez tutulur.

11. Akar su altinda 2 defa 5’er dakika yikanir.

12. Tol-Blue (kullanilmayabilir veya baska bir zit boya kullanilabilir)

13.  Akar su altinda su altinda 2 defa 5 er dakika yikanir.
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14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Diferansiyasyon islemi icin asit alkol soliisyonuna 1-3 saniye batirilip
cikarilir.

Akar su altinda 10 dakika yikanir.

10 dakika %70’lik alkolde tutulur.

10 dakika %80°lik alkolde tutulur.

10 dakika %96’lik alkolde tutulur.

10 dakika Absolii alkolde tutulur.

Kesitler 2 defa 10’ar dakika Absolii alkol i¢inde tutulur.

10 dakika ksilol alkolde (1:1) tutulur.

20 dakika Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol I1I serilerinde tutulur.

Kesitler tizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilir.

Sonug:

Pas pozitif reaksiyon - Kirmizimsi mor

Nikleus - Mavi

2.2.2 Immiinohistokimyasal Yontem

Serotoninin saptanabilmesi i¢in Streptavidin-Biyotin kompleks

teknigi ad1 verilen immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanilmistir. Tespit i¢in

The Ultra Vision Large Volume Detection System, Anti-Polyvalent, HRP, TP-125-

HL kit (Lab Vision Corporation, USA) uygulanmistir. Tamami oda sicakliginda

gerceklestirilen prosediir soyledir:

Deparafinizasyon

Endojen peroksidaz aktiviteyi durdurmak i¢in 20 dakika boyunca Hydrogen
Peroxide Block (TA-060-HP)

Belirli olmayan boyamayi1 engellemek i¢in 30 dakika boyunca Large Volume
Ultra V Block (TA-125-UB)

Tavsan poliklonal anti-serotonin (Zymed 18-0077; 1:100) primer antiserumda
65 dakika inkiibasyon

Biyotinlenmis sekonder antiserumda (TP-125-BN) 20 dakika inkiibasyon
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6. Streptavidin-Biyotin peroksidaz kompleksinde (TS-125-HR) 20 dakika
inkiibasyon

7. 1 ml Large Volume DAB Substrata (TA-125-HDS) 1 damla DAB Kromojen
(TA-012-HDC) eklenmesiyle olusan Kromojen substrat soliisyonunda
yaklagik 6 dakika inkiibasyon. Bu prosediir esnasinda tavsan poliklonal anti-
serotoninle muamele edilen kesitler 3. basamak disindaki her basamaktan
sonra 3 defa olmak tizere fosfat tamponu (0.01 M, pH 7.2) ile yikanur.

8. 1 dakika boyunca distile su ile yikama

9. Dehidrasyon, seffaflastirma ve kapama.

Immiinreaksiyon primer antibadinin yerine non-immune serum (TA-125-
UB), fosfat tamponu (0.01 M, pH 7,2) veya izotip tavsan primer antibody (NC-100-
R7) kullanilarak dokular, pozitif reaksiyon i¢in de kontrol edilmistir. Zit boyama igin

Harris hematoksilen kullanilmistir.

2.2.3 Kan Parametreleri

Deri ornekleri alinan ergin kurbagalarin ventrikuluslarindan Pico 50 marka
heparinli enjektorler kullanilarak kan 6rnekleri alinmis ve etiketlenen 6rneklerin kan
parametreleri (pH: hidrojen iyon konsantrasyonu; kismi O, ve CO; basinci;
hemoglobin konsantrasyonu; O, saturasyonu; kandaki total hemoglobinde kismi
oksi-, karboksihemoglobin; plazmada potasyum, sodyum, kalsiyum, glikoz
konsantrasyonlar1 vb.) ABL 800 radyometre ile zaman kaybetmeden incelenmistir.
Artan numunelerden kuru frotti kan preparatlari hazirlanmis, Romanovski teknikleri

kullanilarak boyamalar1 yapilan preparatlar incelenerek karsilagtirilmiglardar.
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3. BULGULAR

3.1  Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1 Histokimyasal Bulgular

Histokimyasal bulgular, arazi ¢aligmasinda larval evrede elde edilebilen
tirlerde ergin ve larval bireyler olmak {izere 2 farkli asamada calisilmistir. So6z
konusu tiirler Bufotes viridis ve Pelophylax bedriagae olmustur. Bufo bufo ve Hyla
orientalis bireylerinde ise larval evrede birey elde edilememesi dolayisiyla yalnizca

ergin bireyler degerlendirmeye alinmistir.

3.1.1.1 Bufo bufo

Bufo bufo ergin bireylerinde epidermisin, yasa bagli olarak degiskenlik
gostermekle birlikte, ortalama 5-8 hiicre sirasindan meydana geldigi belirlenmistir.
Stratum korneumun gorece olarak kalin, bazal laminanin ise oldukg¢a belirgin yapida
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1). Dermiste stratum spongiousum ve stratum
kompaktum ayrimi oldukga belirgindir (Sekil 3.2). Miik6z bezler stratum basalenin
hemen altinda yer almaktayken (Sekil 3.2), ser6z bezler ise genellikle bazal
membranin ventralinden stratum kompaktum sinirina kadar uzanabilmektedir (Sekil

3.3).

Miikoz bezler bazal ve mediyal bolgede PAS pozitif reaksiyon gostermekte
iken (Sekil 3.2), AB pH 2,5 ve AB pH 1 reaksiyonlar1 bazal kisimda mediyale gore
daha yogun tepkimeye yol agmaktadir (Sekil 3.4 ve 3.5). Bez hiicreleri MTK negatif
sonug vermekte iken miikdz bezleri saran kollajen fibriller agik mavi renkte MTK

pozitif olarak gozlenmektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.1: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miikoz Bez, SB I-II: Tip I ve II Ser6z
bezler, BL: Bazal lamina. H&E, Bar 50 um, 10x.

Serdz bezler Tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki farkli yapida gozlenmektedir
(Sekil 3.1). Seroz bez miyoepiteli zayif PAS pozitif reaksiyon gostermekteyken salgi
epiteli ise PAS negatiftir (Sekil 3.3). Serdz salgt materyalinin AB pH 2,5 reaksiyonu
oldukga kuvvetlidir (Sekil 3.4). Benzer sekilde AB pH 1 pozitiflik de gézlenmekle
birlikte, s6z konusu reaksiyon pH 2,5’daki kadar yogun degildir (Sekil 3.5). MTK

negatif olan serdz bezlerin etrafi kollajen fibriller ile sarilidir (Sekil 3.6).

Stratum spongiosum ile stratum kompaktum arasinda yer alan Eberth-
Katschenko tabakasi ise AB pH 2,5’da yogun bir reaksiyon gostermektedir (Sekil
3.4). So6z konusu tabakada AB pH 1 ise goreceli olarak daha zayif bir tepkimeye yol
actig1 gozlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.2: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miikéz Bez, BL: Bazal lamina, E-K:
Eberth-Katschenko tabakasi, SS: Stratum spongiosum, SK: Stratum kompaktum. AB pH 2,5-PAS,
PAS pozitif reaksiyon (), Bar 50 um, 10x.

Sekil 3.3: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, SC: Stratum korneum, SB II: Tip II Ser6z
bez, BL: Bazal lamina, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi. AB pH 2,5-PAS, PAS pozitif reaksiyon
(), Bar 50 pm, 10x.
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Sekil 3.4: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB I: Tip I Ser6z bez, E-
K: Eberth-Katschenko tabakasi. AB pH 2,5, AB-pozitif reaksiyon (—), Bar 50 um, 10x.

Sekil 3.5: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miikoz Bez, SB I: Tip I Ser6z bez,
BL: Bazal lamina, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi. AB pH 1, AB-pozitif reaksiyon (—), Bar 50 um,
10x.
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Sekil 3.6: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. SC: Stratum korneum, MB: Miik6z Bez, SB 1I: Tip 11
Ser6z bez. MTK, Kollajen fibril (), Bar 25 pm, 40x.

3.1.1.2 Bufotes viridis

Bufotes viridis ergin bireylerinde epidermisin, yasa bagl olarak degiskenlik
gostermekle birlikte, ortalama 8-10 hiicre sirasindan meydana geldigi belirlenmistir.
Stratum Korneumun kalin, bazal laminanin ise 6zellikle PAS ve MTK boyamalarda
oldukga belirgin yapida oldugu gozlenmistir (Sekil 3.8 ve 3.12). Dermiste, Eberth-
Katschenko tabakasi ile birbirinden ayrilan stratum spongiousum ve stratum
kompaktum smirlar1 Bufo bufo orneklerindeki kadar olmasa da goreceli olarak
belirgindir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, BL: Bazal lamina, MB: Miik6z Bez,
SB: Seroz Bez, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi, KD: Kan Damari. H&E, Bar 100 um, 10x.

Miikoéz bezler stratum basalenin (=bazal lamina) hemen altinda yer
almaktadir (Sekil 3.9A). Ser6z bezler ise bazal membranin ventralinden stratum
kompaktum sinirina kadar uzanabilmektedir (Sekil 3.8 ve 3.9B). Apikal bélgede PAS
pozitif olan miikéz bezlerin miyoepiteli yogun sekilde PAS pozitiftir (Sekil 3.9A).
Miikoz bezlerin salgilart suda ¢oziinebildiklerinden doku takibi esnasinda ortadan
kalkar. Dolayisiyla asinuslari ekseriyetle bos olarak gézlenen miikoz bezlerde de B.
bufo o6rneklerindekine benzer sekilde herhangi bir reaksiyon gergeklesmemistir
(Sekil 3.9A). Buna karsin, ser6z bezlerin asiniislerinde bulunan salgi materyali
uygulanan tiim histokimyasal boyamalara pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 3.8,
3.9B, 3.10, 3.11 ve 3,12).

Serdz bezler, stratum kompaktuma daha yakin bolgelerde lokalize olmus
bezlerdir. Asinuslar ekseriyetle salgi ile dolu oldugundan, miikdz bezlere nazaran
daha biiyiik yapida gézlenen ser6z bezlerin salgi hiicreleri ve etraflarin1 saran
miyoepitel hiicreler ig seklinde goriinmektedir ve PAS pozitiftir. Seréz bezlerin
ozellikle bazal kismindaki salgi hiicreleri ise kuvvetli PAS pozitiftir. Apokrin
yapidaki bu hiicrelerin salgi ile dolu olan apikal kisimlarinin da yogun sekilde PAS
pozitif oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.9B).
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Sekil 3.8: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Seréz Bez, SC:
Stratum korneum, BL: Bazal lamina, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi, KD: Kan Damari. AB pH 2,5-
PAS, Bar 50 um, 10x.

Sekil 3.9: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. A: Miikéz Bez, B: Ser6z Bez. Ep: Epidermis, MB:
Miik6z Bez, SB: Ser6z Bez, BL: Bazal lamina, KD: Kan Damari. AB pH 2,5-PAS, PAS pozitif
reaksiyon (—), PAS pozitif miyoepitel (), PAS pozitif ser6z salgi (—), A: Bar 25 um, 40x. B: Bar
25 pm, 40x.

MTK boyamada bazal lamina belirgindir. Miik6z bez epitelinde ve
asinuslarinda ise herhangi bir reaksiyon gdézlenmemistir. Bununla birlikte stratum

spongiosum tabakada bol miktarda kollajen fibril varligi saptanmustir (Sekil 3.12).
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Miik6z bezler AB pH 2,5 ve AB pH 1 pozitif olarak belirlenmistir. Ancak
pozitif kisimlar genellikle miik6z bezlerin bazal ve mediyal kismlarindaki salgi

epiteli hiicrelerinin apikal bolgeleri ile siirli kalmistir (Sekil 3.10 ve 3.11).

AB pH 2,5’da ser6z bezin miyoepiteli ve epitel hiicreleri ile salgi materyali
pozitif reaksiyon gostermistir. Bu yapilarda AB pH 1 ise negatif reaksiyon olarak
ayirt edilmistir (Sekil 3.10 ve 3.11). Ser6z bez epiteli ve miyoepitel hiicreleri MTK
pozitiftir. Ser6z salg1 bazofilik 6zellikte olmasi dolayisiyla MTK boyamada, Masson

anilin mavisi ile agik mavi renkte sonug vermektedir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.10: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Ser6z Bez. AB
pH 2,5, AB-pozitif reaksiyon (—), Bar 50 pm, 10x.
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Sekil 3.11: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Ser6z Bez. AB
pH 1, AB-pozitif reaksiyon (—),Bar 50 pm, 10x.

L
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Sekil 3.12: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. MB: Miikoz Bez, SB: Ser6z Bez, BL: Bazal lamina,
K: Kollajen. MTK, pozitif reaksiyon (), Bar 50 pm, 10x.

40



Bufonidlerde zehir bezleri olarak da adlandirilan parotoid bezler mevcuttur.
Gozlerin hemen arkasinda, basin iki yaninda yer alan parotoid bezler avcilara karsi
caydirict olan ve bufotoksin adi verilen 6zel bir salgi barindirmaktadir. Yapilan
caligmada parotoid bezlerin epidermis tarafindan desteklenen kompakt bir dermis
tarafindan cepecevre sarildigini gosterilmistir. Epidermisin hemen altinda miikoz
bezler yer almaktadir. Dermis, oldukga gevsek bir yapiya sahiptir ve bazal lamina ile
spongial epidermis arasinda bir pigment katmani mevcuttur. Stratum spongiosum

boyunca genis bir alan kaplayan parotoid bezlerin, neredeyse ags1 gibi goriinen

kiigiik salgi graniilleri ile dolu olduklart gézlenmistir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13: Bufotes viridis Parotoid bez enine kesit. Ep: Epidermis, De: Dermis, MB: Miik6z Bez, PK:
Pigment Katman1, PaB: Parotoid Bez, SG: Salg: Graniilleri. H&E, 10x.
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3.1.1.2.1 Larval Bireyler:

Bufotes viridis larvalarinda (GS 26-28) deri, bol miktarda salgi hiicresine
sahiptir. S6z konusu hiicreler AB pH 1, AB pH 2,5 ve MTK ile pozitif reaksiyon
gostermekte iken PAS negatiftirler. Bazal lamina, ergin bireylerdekine benzer
sekilde, MTK boyamada belirgin bir sekilde izlenebilmektedir (Sekil 3.14, 3.15, 3.16
ve 3.17).

Sekil 3.14: Bufotes viridis larva enine kesiti. BB: Bagirsak boslugu, KC: Karaciger taslagi, SH: Salgi
hiicresi. H&E, A:4x, B:10x, C:40x, D:100x.
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Sekil 3.16: Bufotes viridis larva enine kesiti. SH: Salgi hiicresi. AB pH 1, A: 40x, B: 100x.
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Sekil 3.17: Bufotes viridis larva enine kesiti. SH: Salgi hiicresi, BL: Bazal lamina. MTK, A: 40X, B:
100x.

3.1.1.3 Hyla orientalis

Hyla orientalis ergin bireylerinde epidermisin, yasa bagl olarak degiskenlik
gostermekle birlikte, ortalama 2-4 hiicre sirasindan meydana geldigi belirlenmistir.
Oldukga ince bir epidermis tabakasina sahip olan bu bireylerde, stratum korneumun
goreceli olarak kalin olusu goze carpmaktadir. Bazal lamina ise oldukga belirgindir

(Sekil 3.18).

Dermiste stratum spongiousum oldukga bol sayidaki miikdz ve seréz bezler
ile kaplanmistir. Stratum kompaktum ise agik¢a belirgindir. Miikdz bezler stratum
basalenin hemen altinda yer almaktayken, serdz bezler ise bazal membranin

ventralinden stratum kompaktum siirina kadar uzanabilmektedir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB I-1I: Tip | ve Il
Serdz bezler, BL: Bazal lamina, Mel: Melanofor, SC: Stratum korneum, SK: Stratum kompaktum.
H&E, Bar 25 pm, 40x.

Miikoz bezlerin mediyal ve bazal bolgeleri PAS pozitif reaksiyon gosterirken
(Sekil 3.19B), AB pH 2,5 ve AB pH 1 reaksiyonu gézlenmemektedir(Sekil 3.20A ve
3.21A). Benzer sekilde MTK negatif 6zellik gosteren miikdz bezlerin gevresindeki
kollajen fibriller ise pozitif reaksiyon vermektedir (Sekil 3.22A).

Tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki farkli yapida gozlenen ser6z bez hiicreleri ve
miyofibriller PAS pozitif reaksiyon vermekle birlikte, yalnizca serdz salgt hem PAS
(Sekil 3.19A ve 3.19C) hem de AB pH 2,5 pozitif 6zellik gostermektedir (Sekil
3.20A ve 3.20C). Ser6z bezlerin AB pH 1 reaksiyonu ise ¢ok zayiftir (Sekil 3.21B ve
3.21C). Benzer sekilde MTK boyamada serdz salgi oldukca zayif bir reaksiyon
gostermekte iken, bezlerin ¢evresinde konumlanmis olan kollajen MTK boyamaya
kuvvetli tepki vermektedir (Sekil 3.22B ve 3.22C).
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Sekil 3.19: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB II: Tip Il
Seroz bez, Mel: Melanofor, Kr: Kromatoforlar. AB pH 2,5-PAS, PAS Pozitif reaksiyon (), PAS
pozitif miyofibriller (), PAS pozitif ser6z salg1 (—), Bar A: 50 um, 10x. B-C: 25 um, 40x.
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Sekil 3.20: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB I-1I: Tip | ve 1l
Seroz bezler, Mel: Melanofor, SC: Stratum korneum, Kr: Kromatoforlar. AB pH 2,5, AB-pozitif
reaksiyon (—), Bar A: 50 pm, 10x. B-C: 25 pum, 40x.
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Sekil 3.21: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miikoz Bez, SB I-11: Tip | ve 1l
Seroz bezler, Mel: Melanofor, Kr: Kromatoforlar. AB pH 1, Bar A-B-C: 25 pm, 40x.

5 /,m)‘ N

Sekil 3.22: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. MB: Miik6z Bez, SB I-1I: Tip I ve II Ser6z bezler.
MTK, pozitif reaksiyon (), 40x.
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3.1.1.4 Pelophylax bedriagae

Pelophylax bedriagae ergin bireylerinde epidermisin, yasa bagli olarak
degiskenlik gostermekle birlikte, ortalama 5-8 hiicre sirasindan meydana geldigi
belirlenmistir. Stratum korneumun oldukga ince, bazal laminanin ise olduk¢a belirgin
yapida oldugu gozlenmistir. Stratum spongiosum ile stratum kompaktum arasinda
yer alan Eberth-Katschenko tabakasi, bu iki tabakay: birbirinden ayirmaktadir. AB
pH 1 disindaki tim boyamalarda pozitif reaksiyon gosteren Eberth-Katschenko
tabakasi1 oldukga belirgin bir yapiya sahiptir (Sekil 3.23, 3.25, 3.26 ve 3.29). Miikoz

bezler stratum basalenin hemen altinda yer almaktadir (Sekil 3.23 ve 3.24). Ser6z

bezler ise bazal membranin ventralinden stratum kompaktum smirma kadar

uzanabilmektedir (Sekil 3.25).

Sekil 3.23: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miikéz Bez, BL: Bazal
lamina, SC: Stratum korneum, SS: Stratum spongiosum, SK: Stratum kompaktum, E-K: Eberth-
Katschenko tabakasi. H&E, Bar 100 um, 10x.
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Sekil 3.24: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, BL: Bazal
lamina. H&E, Bar 25 um, 40x.

Miikoz bezler, epidermisin hemen altinda kiibik epitel hiicrelerden meydana
gelen basit bezler olarak gozlemlenmislerdir. Miikoz bezlerde, 6zellikle salgi epitel
hiicrelerinin apikal bolgelerinde, kuvvetli PAS pozitif reaksiyon gosterilmistir.
Miikéz bez miyoepiteli de PAS pozitif 6zellikte olmakla birlikte, miik6z bezin bazal
kisminda yer alan salgi hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif sonuglar yer yer tim
hiicreyi kapsamaktadir (Sekil 3.25). AB pH 2,5 i¢in yalnizca bazal bolgede yer alan
salgt hiicrelerinin apikal kisimlarinda pozitif reaksiyon gozlenmekte iken (Sekil
3.26B), AB pH 1 ve MTK boyamalarda ise herhangi bir reaksiyon gergeklesmemistir
(Sekil 3.27 ve 3.29). Miikoz bezlerin salgilart suda ¢oziinebildiklerinden doku takibi
esnasinda ortadan kalkar, dolayisiyla asinuslari ekseriyetle bos olarak gézlendiginden
miisin  gostermekte siklikla kullanllan MTK boyanma pozitif reaksiyon

gostermemistir (Sekil 3.29).

Ser6z bezlerin miik6z bezlere oranla ¢ok daha genis bir alan kapladiklar
gozlenmistir. Kollajen fibriller bakimmdan zengin stratum spongiosum iginde
stratum kompaktuma kadar uzanan serdz bezlerin miyoepitellerinin PAS pozitif
ancak MTK negatif olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.25 ve 3.29). Ser6z bezlerin
asinuslar1 ise AB pH 2,5 ve 1 pozitif olmakla birlikte graniiler salgi materyali
barindiran seréz bezlerin AB pH 1 negatif 6zellik gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil
3.26, 3.27 ve 3.28).
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Sekil 3.25: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Ser6z
Bez, BL: Bazal lamina, SC: Stratum korneum, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi. AB pH 2,5-PAS,
PAS Pozitif reaksiyon (), PAS pozitif miyoepitel (), Bar 50 um, 10x.

._: N S o 't.
Wl

.\7 N

Bez, BL: Bazal lamina, SC: Stratum korneum, E-K: Eberth-Katschenko tabakasi. AB pH 2,5, AB-
pozitif reaksiyon (—), A: Bar 50 um, 10x, B: 40x.
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Sekil 3.27: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Serdz
Bez. AB pH 1, Bar 50 um, 10x.

Sekil 3.28: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. Ep: Epidermis, MB: Miik6z Bez, SB: Seroz
Bez. AB pH 1, Bar 50 um, 10x.
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Sekil 3.29: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. MB: Miik6z Bez, SB: Ser6z Bez. MTK,
pozitif reaksiyon (), Bar 50 um, 10x.

3.1.1.4.1 Larval Bireyler:

Pelophylax bedriagae larvalarinda (GS 26-28) deri, B. viridis larvalarina
nazaran daha az miktarda salgi hiicresine sahiptir. Miik6z-Ser6z ayrimi heniiz
yapilamayan taslak seklindeki s6z konusu hiicreler, apikal bolgelerinde AB pH 2,5
ile pozitif reksiyon gostermekte iken AB pH 1, PAS ve MTK negatiftirler (Sekil
3.29, 3.30, 3.31 ve 3.32).
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Sekil 3.30: Pelophylax bedriagae larva enine kesiti. BB: Bagirsak boslugu, KC: Karaciger taslagi,
SH: Salgi Hiicresi. H&E, A:4x, B:10x, C:40x, D:100x.

Sekil 3.31: Pelophylax bedriagae larva enine kesiti. SH: Salgi1 Hiicresi. AB pH 2,5-PAS, A:40x,
B:100x.
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Sekil 3.33: Pelophylax bedriagae larva enine kesiti. SH: Salg1 Hiicresi. MTK, A: 40x, B: 100x.
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3.1.2 immiinohistokimyasal Bulgular

Streptavidin-Biyotin ~ kompleks  teknigi  kullanilarak  gergeklestirilen
calismada, farkli dokular ve bezler arasinda az yogun ve yogun immiinopozitif

reaksiyonlar ayirt edilmistir.

3.1.2.1 Bufo bufo

Miikoz bez hiicreleri serotonin immiinoreaktivite gostermektedir. Miikoz bez
miyoepiteli ise serotonin immiinonegatiftir (Sekil 34C). Serdz bez hiicrelerinde yer
yer ¢ok yogun olarak belirlenen immiinopozitif reaksiyon, miyoepitel hiicreler iginse
az yogun olarak gozlenmistir (Sekil 3.34B). Epidermis germinal tabaka hari¢ tiim
tabakalarda (stratum korneum, stratum graniilosum ve stratum spinosum) Serotonin

immiinopozitif goriilmektedir (Sekil 3.35 ve 3.36).

Sekil 3.34: Bufo bufo ergin deri enine kesiti, SB I-1I: Tip I ve II Seroz bezler, MB: Miik6z bez.
Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi, Bez hiicresi immiinopozitif reaksiyon (—), Miyoepitel
immiinopozitif reaksiyon (—), A:10 x, B-C: 40 x.



Sekil 3.35: Bufo bufo ergin deri enine kesiti. Miikoz bez. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi, Bez
hiicresi immiinopozitif reaksiyon (—), Epidermis immiinopozitif reaksiyon (), 40x.

Sekil 3.36: Bufo bufo ergin deri epidermis enine kesiti. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi.
Epidermis immiinopozitif reaksiyon (—), 40x.
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3.1.2.2 Bufotes viridis

Miik6z bezlerin 6zellikle mediyal ve bazal kisimlart ¢ok yogun Serotonin
immiinoreaktif olarak gozlenmistir (Sekil 3.37). Serdz bezlerin ise hem miyoepitel
hiicrelerinde hem ser6z bez epitelinde hem de serdz salginin kendisinde yogun
serotonin immiinorektivite gosterdigi gozlenmektedir (Sekil 3.37, 3.38 ve 3.39).
Epitel tabakada goriilen boyanma da serotonin immiinopozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.37).

Sekil 3.37: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Miikoz bez. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi,
Bez hiicresi immiinopozitif reaksiyon (—), Epitel tabaka immiinopozitif reaksiyon (- ), 40x.
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Sekil 3.38: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Ser6z bez. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi,
Salg1 immiinopozitif reaksiyon (—), Bez epiteli immiinopozitif reaksiyon (- ), 40x.

Sekil 3.39: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Seréz bez. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi,
Salgi immiinopozitif reaksiyon (—), Bez epiteli immiinopozitif reaksiyon (), Miyoepitel
immiinopozitif reaksiyon (—), 40x.
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Sekil 3.40: Bufotes viridis ergin deri enine kesiti. Miikéz ve Serdz bez. Streptavidin-Biyotin kompleks
teknigi, MB: Miikoz Bez, SB: Ser6z Bez. Salgi immiinopozitif reaksiyon (—), Bez epiteli
immiinopozitif reaksiyon (), Miyoepitel immiinopozitif reaksiyon (—) 40 x.

3.1.2.2.1 Larval Bireyler

Bufotes viridis larvalarinda (GS 26-28), epidermis tabakasinin hem i¢
(=bazal) hem de dis (=kaplama) hiicrelerinde yogun sekilde serotonin
immiinoreaktivite gozlenmistir (Sekil 3.41B). Deri bezi taslaklarinda ise s6z konusu

pozitif immiinoreaktivite bez taslaklari/salgi sinsityumlarinda immiinopozitiftir

(Sekil 3.41A ve 3.41B).
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Sekil 3.41: Bufotes viridis larva deri enine kesiti. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi, Bez
taslaklari/salg sinsityumlarinda immiinopozitif reaksiyon (—), A: 10X, B: 40 x.

3.1.2.3 Hyla orientalis

Epidermis ile dermis arasinda, bazal laminanin hemen altinda pigment
hiicreleri 3 tabaka halinde siralanmaktadir. Ilk ikisi sirasiyla daha agik renkli bir
sitoplazmaya sahip gibi goriinen ksantafor ve iridoforlardan meydana gelir. Ugiincii
ve en alt tabaka ise koyu renkli melanoforlardan ibarettir. Melanoforlarin siyaha
yakin kahverengi dogalar1 geregi herhangi bir boyamaya reaksiyon verip
vermedikleri gozlenememekle birlikte, diger 2 pigment tabakasinin c¢ok yogun
sekilde serotonin immiinopozitif reaksiyon verdigi acikca goriilmektedir (Sekil

3.42A, 3.42B ve 3.42C).

Miik6z bezler serotonin immiinonegatif iken (Sekil 3.42C) serdz bezlerin
miyoepitel tabakalari, bez hiicreleri ve salgilar1 pigment tabakasinda gozlenen pozitif
cevaba nazaran daha az yogun olmakla birlikte, serotonin immiinopozitif reaksiyon
gostermistir (Sekil 3.42B).
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Sekil 3.42: Hyla orientalis ergin deri enine kesiti. SB Il: Tip II Ser6z bez, MB: Miikoz bez.
Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi, Pigment hiicreleri immiinopozitif reaksiyon (—), Salgt
immiinopozitif reaksiyon (—), Bez epiteli immiinopozitif reaksiyon (), Miyoepitel immiinopozitif
reaksiyon (—), A: 10 x, B-C: 40x.

3.1.2.4 Pelophylax bedriagae

Miikdz bezlerde serotonin immiinoreaktivite gozlenmez iken, serdz bezlerde
ise salgi maddesinin serotonin immiinoreaktif olmasina karsin, bez epiteli ve

miyoepitelin immiinoreaktivite gostermedigi goriilmektedir (Sekil 3.43A ve 3.43B).
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Sekil 3.43: Pelophylax bedriagae ergin deri enine kesiti. MB:Miik6z Bez, SB: Ser6z Bez, E-K:
Eberth-Katschenko tabakasi. Streptavidin-Biyotin kompleks teknigi, Salgi immiinopozitif reaksiyon
(—), A: 10x, B: 40x.

3.1.2.4.1 Larval Bireyler

Pelophylax bedriagae larvalarinda (GS 26-28), epidermis tabakasinin dis
(=kaplama) hiicrelerinde yogun sekilde serotonin immiinoreaktivite gozlenmistir.
Ancak i¢ (=bazal) hiicreler herhangi Dbir serotonin immiinoreaktivite
gostermemektedir. (Sekil 3.44A ve 3.44B). Deri bezi taslaklarinda ise s6z konusu
pozitif immiinoreaktivite, salgi hiicre taslaklarinin bazal bolgesinde daha yogun
olarak izlenmistir. Salgi sinsityumlar1 ise serotonin immiinonegatif olarak

belirlenmistir (Sekil 3.44B).
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Sekil 3.44: Pelophylax bedriagae larva deri enine deri enine Kkesiti. Streptavidin-Biyotin kompleks
teknigi, D1 (=kaplama) hiicrelerin immiinopozitif reaksiyonu (—), Bez taslagi immiinopozitif
reaksiyon (—), A: 10x, B: 40x.

3.2

Kan Parametreleri

Arazi caligmasini takiben ivedi sekilde almman kan ornekleri ABL 800

radyometre ile analiz edilmistir. Radyometreye yiiklenen kan Ornekleri firetici

firmanin talimatlar1 dogrultusunda islenmis ve alinan veriler istatistiki olarak Minitab

17°de degerlendirilerek karsilastirilmiglardir. ABL 800 radyometreden elde edilen

kan gazi, oksimetri, elektrolit ve metabolit parametreleri Tablo 3.1°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
Tablo 3.1: ABL 800 radyometre kan parametreleri
ABL800 RADYOMETRE KAN PARAMETRELERI
(317 (Power of hydrogen) Bir ¢dzeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden &l¢l birimidir.
pH/Kan Gazi pco2 (Partial pressure of carbon dioxide) Karbondioksitin kismi basinci.
po2 (Partial pressure of oxygen) Oksijenin kismi basinci.
cthb (Total hemoglobin concentration) Total hemoglobin konsantrasyonu.
so (Oxygen saturation) Oksijen saturasyonu. Oksijenle doyan Hemoglobin miktaridir.
Oksimetri FO2Hb (Fraction of oxyhemoglobin) Oksihemoglobinin total hemoglobine oranidir.
FHHE (Fractional carboxyhemoglobin concentration) Karboksihemoglobinin total hemoglobine oranidir.
F=EHE (Fraction of methemoglobin) Methemoglobinin total hemoglobine oranidir.
@ (Potassium ion concentration) Potasyum konsantrasyonu.
Elektrolitler d (Sodium ion concentration) Sodyum konsantrasyonu.
G (Calcium ion concentration) Kalsiyum konsantrasyonu.
cd (Chloride ion concentration) Klorid konsantrasyonu.
Metabolitler cGlu (D-glucose concentration) D-Glukoz konsantrasyonu.
Gl (L(+)-lactate concentration) L-Laktat konsantrasyonu.
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Alinan numunelerden arta kalan Ornekler yayma siirtme preparat haline
getirilerek kan hiicrelerinin tanimlanabilmesi ag¢isindan incelenmistir. Eritrosit,
lenfosit, notrofil, monosit, bazofil, eozinofil ve trombosit hiicrelerinden meydana
elen kan dokusunda, belirlenen kan hiicrelerinden B. viridis tiiriine ait olanlar Sekil

3.44°de gosterilmistir.

e - A “a Q'ﬁ e e

Sekil 3.45: Bufotes viridis kan hiicreleri. Giemsa boyama (Er) Eritrosit, (T) Trombosit kiimesi, (L)
Lenfosit, (N) Nétrofil, (Mo) Monosit, (B) Bazofil, (Eo) Eozinofil, 40x.

3.2.1 Bufo bufo

Karasal bir tiir olan Bufo bufo 6rneklerinden yalnizca 4 disi 4 erkek olmak
iizere toplamda 8 adet birey kan parametreleri agisindan degerlendirilebilmistir
(Tablo 3.2). S6z konusu ornek sayisi istatistiksel degerlendirmeler yapabilmek igin

yeterli degildir.

Tablo 3.2: Bufo bufo kan numunelerinin ortalama ve standart sapma degerleri

pH pCO, pO, ctHb sO, FO,Hb FHHb FMetHb cK cNa cCa cCl

cGlu

cLac

Digi Ortalama 7,56 26,08 146,75 8,23 84,78 9245 16,55 2,13 4,30 155,00 1,85 101,75
Standart Sapma 0,09 653 898 163 390 536 4,07 093 0,61 45,67 0,83 34,54

2,65
0,85

5,48
3,02

Erkek Ortalama 7,62 40,83 142,75 7,80 72,20 7790 30,00 1,00 6,78 191,67 3,70 83,25
Standart Sapma 0,25 27,41 17,34 0,40 500 550 540 020 2,98 50,15 1,70 15,93

0,80
0,50

2,20
1,24

Total Ortalama 7,59 33,45 144,75 8,08 8058 87,60 21,03 1,75 554 170,71 2,78 92,50
Standart Sapma 0,19 21,24 13,95 137 732 8,73 781 093 2,48 5098 1,63 28,44

1,73
1,16

3,84
2,83
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3.2.2 Bufotes viridis

Yapilan istatistiki degerlendirmeler sonucunda, 15 disi 15 erkek olmak iizere

toplamda 30 adet B. viridis ornegi arasinda, cinsiyete bagli olarak yalnizca cCa

parametresi agisindan (t=-2,30, df=20, p=0,03) istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmistir. Elde edilen veriler cinsiyetin pH, kan gaz1 (pCO,, pOy), elektrolit (cK,

cNa, cCl) ve metabolit (cGlu, cLac) degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark bulunmadigini géstermistir (p> 0,05), (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Bufotes viridis kan degerlerinin cinsiyete gore tanimlayici istatistikleri ve student t testi
degerleri (C: Cinsiyet, N: Ornek say1s1, E: Erkek, D: Disi).

Parametre C N Min Max Ort. SE t sd  Sig.
pH b 18 6% 790 74 o005 0% 24 080
PCO:(MHY)  § 1o 530 eos0 3287 418 076 26 049
oo 5 o e R IR o, o
woan  § 538 BB OES IS L L, o
0:04) 1o i gm0 7em 471 0158 2L 08T
FOMb@A) 5 12 43 g0 7e0s 4z 00 16 098
FHHO@A) 5 10 3ap  s700 sere sas 06 2L OS0
FMetHb (g/dl) & 1o égg 288 g:gj 8:;‘(1) 1,08 16 030
¢K (mmol/l) [E)ig i;g g;g g:ig 8:22 146 23 016
owoway 5 % 1000 20 0 0 1oy o
cCa(mmoll)  § 1o 182 i:gé ;gg gzég 230 20 0,03
aoman £ 12 ¥R 52 3 00w s
o § B BB T EE I Ly u o
cGlu (mmolfl) £ 12 828 228 igg 8:2‘8 104 17 032
cLac (mmoll) £ E 828 iggg gg; 88g 056 26 058

*p<0.05
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Bununla birlikte erkek bireylerin pH, pCO,, c¢Glu ve cLac degerlerinin

disilere oranla daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir (Sekil 3.46). Bufotes

viridis bireylerinin Pearson korelasyon analizi sonuglart Tablo 3.4’de gosterilmis

olup kan parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliskilerin varligi ortaya

koyulmustur.

Interval Plot of pH vs cinsiyet
55% Cl for the Mean

Interval Plot of pCO2 vs cinsiyet
55% (| for the Mean

Interval Plot of pO2 vs cinsiyet
55% (| for the Mean
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Interval Plot of cK vs cinsiyet
95% Cl for the Mean

The poclad standard desiafon was wsadto el stethaintavals

Interval Plot of cNa vs cinsiyet
95% C| for the Mean
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Interval Plot of cLac vs dnsiyet
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Sekil 3.46: Bufotes viridis pH, pCO,, pO., cK, cNa, cCa, cCl, cLac ve cGlu -Cinsiyet grafikleri

(p>0,05)
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Tablo 3.4: Bufotes viridis bireylerinin Pearson korelasyon analizi sonuglari (Her degerin analizi igin
korelasyon katsayisi ve p degeri belirtilmistir.)

pH pCO; pO, ctHb  sO, FO,Hb FHHb FMetHb cK cNa cCa cCl cGlu cLac cHO;
- *
pCO, 0.394
0.031
0.264 -0.548**
pO:
0.159 0.002
ctHb -0.188  -0.042 -0.026
0.380 0.846 0.904
0.377 -0.599** 0.938**  -0.066
502
0.069 0.002 0.000 0.758
* - * *k Kk
FOHD 0.447 0.539 0.920 0.070 0.978
0.048 0.014 0.000 0.771  0.000
- *k - *k - Kk - Fk
FHHb 0.347  0.586 0.939 0.051 0.993 0.948
0.096 0.003 0.000 0.814  0.000 0.000
% -
EMetHb 0.051 0.058 0.211 0.570* 0.212 0.294 0.232
0.836 0.813 0.387 0.011  0.383 0.236 0.340
K 0.418*  -0.487** 0.343 -0.217  0.423* 0.460* -0.354  -0.295
0.024 0.007 0.069 0.321 0.044 0.041 0.098 0.220
cNa 0.529** -0.331 0.160 -0.306  0.289 0.362 -0.224  -0.044  0.806**
0.003 0.080 0.408 0.155 0.181 0.116 0.304 0.859  0.000
cCa 0.353 -0.160 0.018 -0.142  -0.025 0.127 0.111 -0.077  0.768** 0.851**
0.061 0.408 0.926 0.517  0.909 0.594 0.615 0.754  0.000 0.000
ccl 0.119 -0.096 0.075 0.092 -0.013 0.028 -0.016 0.180  0.092 0.382*  0.294
0.537 0.619 0.697 0.677  0.953 0.906 0.942 0.461  0.637 0.041 0.122
Glu -0.548* 0.235 -0.130 0.169 -0.239 -0.244 0.199 0.391 -0.322 -0.358 -0.227 -0.045
0.012 0.318 0.585 0.502  0.340 0.380 0.429 0.167  0.167 0.121 0.335 0.850
cLac -0.383*  0.309 -0.101 0.041 -0.185 -0.078 0.165 0.516* -0.368* -0.259  -0.116 0.119 0.647**
0.040 0.103 0.601 0.854  0.398 0.743 0.452 0.024  0.050 0.174 0.549 0.537 0.002
cHO 0.341 0.765**  -0.330 -0.075 -0.251 -0.044 0.258 0.128 -0.299 -0.132 -0.020 -0.050 -0.355 0.122
3
0.130 0.000 0.144 0.745 0.272 0.866 0.258 0.637  0.201 0.578 0.934 0.833 0.194 0.609

*p<0,05, **p<0,001

3.2.3 Hyla orientalis

Hyla orientalis bireylerinden alinan kan 6rnekleri ABL 800 radyometrenin

degerlendirebilecegi minimum miktar olan 1ml’den az oldugu igin kan parametreleri

degerlendirmeye alinamamistir.
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3.2.4 Pelophylax bedriagae

9 erkek, 7 disi olmak {izere toplamda 16 6rnek iizerinden elde edilen veriler
dogrultusunda yapilan istatistiki degerlendirmeler sonucunda Pelophylax bedriagae
bireyleri arasinda cinsiyete bagli olarak istatistiksel acidan anlamli bir fark

gozlenmemistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Pelophylax bedriagae kan degerlerinin cinsiyete gore tanmimlayici istatistikleri ve Mann
Whitney U degerleri (C: Cinsiyet, N: Ornek sayisi, E: Erkek, D: Disi).

Parametre C N Min Max Ort. SE W Sig.

PR o 5 qos 7ss 12 oo 110
pCO,@mmHg) U D00 a1y 7 030
PO, (amip) D S S000 1isq0 1320 1 07
cHb@A) D 130 g0 sx 2 5 063
0,@d) D 0 easo 1o 6 012
FOHb@a) D DN NN gias 7ss S 006
FCOMb@A) [ 5 330 1ajo sos o245 3 10
FHHb@A) [ 5 60 sio0 sod0 g0 4 Ol
Kmmol) 55 S ga ses ror 0 00
Na(mmol) [ 3 0500 2000 15140 3500 7 030
cCammol) 55 s s i om0
«Clemmol) [ 5 700 1aso0 seeo 1ag0 6 052
HO mmo) 0 B e 1er O 038
Glu@mmol) [ 3 Y ore0 ses 261 6 080
Lac@mol) 55 Vo o es e o 0%

*p<0,05
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Elde edilen veriler Pelophylax bedriagae bireylerinde cinsiyet ile pH, kan
gazi (pCOy, pOy), elektrolit (cK, cNa, cCa, cCl) ve metabolit (cGlu, cLac) degerleri
arasinda istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark bulunmadigini géstermistir (p> 0,05),
(Tablo 3.5). Bununla birlikte erkek bireylerin pH, pO,, cK, cNa, cCa, cCl ve cGlu
degerlerinin disilere oranla daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir (Sekil
3.46). Pelophylax bedriagae bireylerinin Pearson korelasyon analizi sonuglar1 Tablo
3.6’da gosterilmis olup, kan parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliskilerin varlig1 ortaya koylmstur.

Tablo 3.6: Pelophylax bedriagae bireylerinin Pearson korelasyon analizi sonuglar1 (Her degerin
analizi i¢in korelasyon katsayist ve p degeri belirtilmistir.)

pH pCO, pO; ctHb sO, FO,Hb FCOHb FHHb cK cNa cCa cCl cGlu cLac
pCO, | -0,313
0,256
pO, 0,092 -0,484
0,744 0,068
ctHb -0,321 0,302 -0,136
0,365 0,397 0,708
sO, 0,492 -0,843 0801 -0,158
0,149 0,002* 0,005* 0,643
FO,Hb || 0,585 -0,470 0462 -0,286 0,636
0,128 0,240 0,249 0,492 0,090
FCOHb | -0,031 -0,332 -0,109 0,075 0,094 -0,467
0,937 0,383 0,781 0,838 0,796 0,243
FHHb -0,517 0,861 -0,695 0,048 -0,950 -0,428 -0,290
0,154 0,003* 0,038* 0,896 0,000** 0,291 0,417
cK 0,390 -0,594 0,760 0,216 0,937 0,488 0,372 -0,900
0,210 0,042* 0,004* 0,642 0,002* 0,267 0,411 0,006*
cNa 0,341 -0,515 0,311 0,100 0,879 0,353 0,527 -0,882 0,843
0,335 0,127 0,382 0,832 0,009* 0,437 0,224 0,009* 0,002*
cCa 0,270 -0,390 0,286 0,294 0,834 0,355 0,451 -0,864 0,827 0,955
0,450 0,265 0423 0522 0,020 0,435 0,310 0,012* 0,003* 0,000**
cCl -0,390 -0,515 0,336 0,011 0,501 -0,301 0,812 -0,573 0,459 0,504 0,455
0,235 0,105 0,312 0981 0,252 0,512 0,027* 0,178 0,155 0,167 0,219
cGlu -0,304 -0,403 0,470 -0,268 -0,053  -0,282 -0,056 0,327 0,179  -0,281 -0,330 0,408
0,291 0,154 0,090 0485 0,892 0,498 0,895 0,429 0,577 0,432 0,351 0,213
cLac -0,385 0,337 -0,366 0,324 -0,411  -0,238 -0,428 0,479  -0,728  -0,654 -0,746  -0,290 -0,065
0,217 0,284 0,242 0,394 0,272 0,571 0,290 0,230 0,017 0,079 0,034* 0,417 0,842
cHO; -0,499 0,294 -0609 0,712 -0,327 -0,615 0,721 0,159 0,238 0,280 0,328 0699 -0,152 -0,443
0,314 0571 0,200 0,112 0,528 0,270 0,106 0,764 0,700 0,648 0,590 0,189 0,808 0,456

%p<0,05, **p<0,001
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Sekil 3.47: Pelophylax bedriagae A: Disi, B: Erkek bireylerin pH, pCO., pO-, cK, cNa, cCa, cCl,
cGlu ve cLac-Kan degerleri grafikleri

3.2.5 Pelophylax bedriagae - Bufotes viridis

Karasal Bufotes viridis ve sucul Pelophylax bedriagae orneklerinin kan
parametreleri tiir bazinda karsilastirildiginda pH, pCO,, ctHb, cHO; ve cGlu
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdigi ortaya ¢ikmustir (Tablo
3.7).
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Tablo 3.7: Bufotes viridis ve Pelophylax bedriagae bireylerinin kan degerlerinin 6zet tanimlayici
istatistikleri ve student t testi karsilastirmalar1 (C: Cinsiyet, N: Ornek sayis1, Bv: Bufotes viridis, Pb:
Pelophylax bedriagae).

Parametre Tr N Ort. SE t sd Sig.

Bv 30 7,45 0,03
Pb 16 7,32 0,04
Bv 30 354 3,3
Pb 16 235 4,2
Bv 30 109,2 5,2

pH 254 27 0,02*

pCO, (MmHg) 222 30 0,03

pO, (mmHgQ) Pb 16 1255 8.1 -1,69 25 0,10
ctHb (g/dl) Eg’ fg 15(?;1188 8% 486 20  0,00%*
sO; (g/dl) Eg’ fg Zg gg 009 15 0,93
FO,Hb (g/dl) Eg’ fg g;g gg 164 9 0,14
FHHb (g/dl) Eg’ ig gg:j g:g 044 15 0,67
cK (mmolll) Eg’ ig g:?g 8:22 410 19 029
cNa (mmol/l) Eg’ fg %gg %(1)8 039 13 0,70
cCa (mmol/l) E’g’ ig igg 8:;3 028 13 079
cCl (mmol/l) E’g’ ig gg:g 2:2 056 18 0,58
cHO (mmolty BV 30 2369 18 5.9 48 0,00

Pb 16 15,27 1,6
Bv 30 2,26 0,30
Pb 16 154 5,6
Bv 30 555 0,61
Pb 16 6,18 1,3

cGlu (mmol/l) -2,33 13 0,04*

cLac (mmol/l)
*p<0,05, **p<0,001

-0,43 15 0,67
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4. SONUC VE ONERILER

4.1  Histokimya

Yapilan ¢aligmada ergin bireylerin derilerinde bulunan miikoz ve ser6éz bezler
acisindan elde edilen histokimyasal sonuglar (miyoepitel, salgi epiteli ya da salgi
materyalinin herhangi birinde pozitif reaksiyon gozlenmesi durumu “+” kabul

edilerek) Tablo 4.1 ve 4.2’ de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1: Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax bedriagae bireylerinin miik6z
bezlerinde gézlenen histokimyasal reaksiyonlar

Boyama Teknigi Bufo bufo Bufotes viridis Hyla orientalis Pelophylax bedriagae

Alcian Blue pH 1 + + - -
Alcian Blue pH 2,5 + + - +
Masson’s Triple - - - -
PAS Boyama + + + +

Tablo 4.2: Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax bedriagae bireylerinin seréz
bezlerinde gozlenen histokimyasal reaksiyonlar

Boyama Teknigi Bufo bufo Bufotes viridis Hyla orientalis Pelophylax bedriagae

Alcian Blue pH 1 + - - +
Alcian Blue pH 2,5 + + + +
Masson’s Triple - + + -
PAS Boyama + + + +

Amfibi derisi {izerinde yapilan ¢alismalarda gbzlenen miikoz, tip 1 serdz ve
tip II serdz bezler ¢alisma kapsaminda elde edilen numunelerde de gézlenmistir.
Ancak P. bedriagae ve B. viridis tiirleri yalnizca tip I serdz bezlere sahipken, B. bufo

ve H. orientalis tiirlerinde ise hem tip I hem de tip II ser6z bezler gézlemlenmistir.
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Miikoz bezler tarafindan salgilanan mukus, esas olarak miisinler ve inorganik
tuzlar adi verilen biiyiik glikoproteinlerden olusur. Mukusun jel benzeri 6zellikleri,
kompleks glikoproteinlerinden kaynaklanmaktadir (Keskin ve dig. 2012). Miikoz
bezler sahip olduklar1 bu sulu ve viskoz siviyr doku takibi esnasinda gergeklestirilen
alkol serileri ile kaybederler. Dehidrasyon etkisine sahip olan bu basamaklar
mukotik siviyr giderir ve miikdz bezi bos bir kese haline getirir. Dolayistyla miik6z

bez salgilar1 hakkinda herhangi bir gozlem yapilamamastir.

Serdz bezler icin ise boyle bir risk s6z konusu degildir. Mukusun aksine serdz
bezlerin salgilar1 alkol basamaklarinda ¢oziilmezler. Dolayisiyla tipik olarak salgilari
sayesinde ayrilabilmektedirler. Tip I bezlerin salgilar1 daha yogun ve kiiclik graniilli
hatta neredeyse ags1 bir yap1 gosterirken, Tip II bezlerin salgilar1 graniiler ve yari
saydamdir (Delfino ve dig. 1998). Dolayisiyla ¢alisma esnasinda elde edilen
orneklerden P. bedriagae Tip I yapidaki serdoz bezlere sahipken, B. viridis
tiyelerindeki serdz bezlerinde gozlenen graniiler yapiya dayanarak séz konusu tiirde

ise yalnizca Tip II ser6z bezlere sahip olduklari tespit edilmistir.

Calismamizda Pelophylax bedriagae orneklerinin tek tipte serdz bezlere sahip
olduklar belirtilmigtir. Fakat salg1 asinuslar1 goz 6niine alindiginda, salg1 igermiyor
gibi goriinen serdz bezler AB pH 1 pozitif 6zellik gostermekteyken, graniiler salgi
materyali barindiran seréz bezlerin ise AB pH 1 negatif 6zellik gosterdikleri tespit
edilmistir. Bu gergevede, iki itimalin var oldugu diisiiniilmektedir. Ser6z bezlerin
salg1 igermeyen asinuslarinda bulunan onciil maddeler siilfatli mukopolisakkaritler
ihtiva etmektedir veya iki farkli tipte serdz bezin varligi soz konusudur. Ancak
calismada kullanilan diger histokimyasal yontemlerle bu olasiliklarin hangisinin

gecerli olduguna dair kesin ve gecerli bir kanita rastlanamamastir.

Tiim Bufonidler gibi B. bufo ve B. viridis tiirleri de baslarinin iki yanindaki
post orbital bolgede kendilerine 6zgii parotoid bezlere sahiplerdir. Bu bezlerin zehirli
olan salgilari, kurbagay1 avcilardan ve parazitlerden korumakla gorevlidir (Porter
1972). B. viridis ve B. bufo o6rneklerinde de goziin hemen arkasinda, derinin
kalinlasmis olan dorsal bolgesindeki epidermisin altinda konumlanmis olan miik6z
ve graniiler bezlere ilave olarak, Rhinella jimi’nin parotoid bezlerine benzer sekilde
stratum kompaktuma kadar uzanan, zehir bezlerin varligi onaylanmistir (Jared ve

dig. 2009). Bufo ictericusun parotoid bezleriyle yapilan baska bir calismada ise
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(Almeida ve dig. 2007) parotoid bez bolgesinin dermis tarafindan desteklenen bir
epidermis tarafindan sarildigi gosterilmistir. Epidermisin hemen altinda miikoz
bezler yer almaktadir. Dermis, olduk¢a gevsek bir yapiya sahiptir ve bir pigment
katmani subepidermik bolgeyi slingerimsi dermisten ayirmaktadir. Yapilan
calismada, B. ictericus’a benzer sekilde, B. bufo ve B. viridis bireylerinde de parotoid
bezlerin stratum spongiosum boyunca genis bir alan kapladigi ve neredeyse ags1 gibi

goriinen kiigiik salgi graniilleri ile dolu olduklar1 gézlenmistir.

Bufotes viridis ergin bireylerinde epidermisin, yasa bagl olarak degiskenlik
gostermekle birlikte, ortalama 8-10 hiicre sirasindan meydana geldigi, B. bufo ergin
bireylerinde ise s6z konusu tabakanin biraz daha ince oldugu ve 5-8 hiicre sirasindan
olustugu belirlenmistir. Her iki tiiriin dermislerinde de stratum spongiousum ve
stratum kompaktum ayrimi belirgindir ve miikoz bezler stratum basalenin hemen
altinda yer almaktadir. Serdz bezler ise bazal membranin ventralinden stratum
kompaktum siniria kadar uzanabilmektedir ve salgi epiteli PAS ve Alcian Blue pH
2,5 pozitiftir. Rhinella jimi’de epidermis tabakasi yaklasik 6 hiicre kalinligindadir.
Dermis ise miikoz ve graniiler bezlerin bulundugu stratum spongiosum ve kalin
kollajen fibrillere sahip stratum kompaktum’dan meydana gelmistir. Miikdz bezler

epidermisin hemen altinda dizilmislerdir. Salg1 epiteli PAS ve Alcian Blue pozitiftir.

Hyla arborea arborea L. iizerinde yaptiklari c¢alismada Goniakowska-
Witalinska ve Kubiczek (1998) dorsal derinin piiriizsiiz ve kesitin tamaminda
neredeyse ayni kalinlikta oldugunu gostermistir. Hyla orientalis bireylerinde de
benzer sekilde ozellik gosteren deri 2-4 hiicre sirasina sahip epitelden meydana
gelmistir. Dermis ise bol miktarda salgi bezine sahip olmakla birlikte goreceli olarak
incedir. Goniakowska-Witalinska ve Kubiczek (1998)’e gore aga¢ kurbagasi
derisinde ti¢ tip bez mevcuttur: miikdz, Tip I ser6z ve Tip Il serdz bezler. Diger agag
kurbagalarindakine benzer sekilde, Hyla orientalis bireyleri de ii¢ farkli tipte bez
yapisina sahiptir: salgi graniilleri kiiciik olmast dolayisiyla agsi gibi goriinen Tip |
ser0z bezler, salgi graniillerinin daha iri ve graniile olmasiyla farklilasan Tip Il serdz
bezler ve belirgin bir liimene sahip olan miikoz bezler. Aga¢ kurbagalarinda lipit

bezlerinin bulundugunu varsayan hipotez ise benzer sekilde kanitlanamamastur.

Bufotes viridis ve P. bedriagae larvalarinda (GS 26-28) epidermis,

Phyllobates bicolor (Anura: Dendrobatidae) 25. evredeki larvalarin epidermisine
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benzer sekilde iki tabakalidir; i¢ (bazal) ve dis (kaplama) hiicreler (Delfino ve dig.
2010). B. viridis larvalarinda deri, bol miktarda salgi hiicresine sahiptir ve belirgin
bir sekilde izlenebilen bazal laminaya kadar uzanmaktadir. P. bedriagae larvalarinda
(Gosner Stage 26-28) deri, B. viridis larvalarina nazaran daha az miktarda salgi
hiicresine sahiptir. S6z konusu salgi hiicre taslaklari, B. viridis 6rneklerinde oldugu
gibi bazal laminaya kadar uzanmislardir. Delfino ve dig. (2001), Physalaemus
biligonigerus (Anura, Leptodactylidae) iribaslarinin ser6z kutan6z bezleri iizerine
yaptiklar1 arastirmada, erken evredeki deri bezleri taslaklarinin bazal epitel boyunca
uzandiklarini ortaya koymuslardir. Bez tomurcugunun merkezinde bulunan yuvarlak
hiicreler muhtemel adenositlerdir. Gelisim devam ettikce muhtemel adenositler
konkav ve konveks miyoblastlar tarafindan sarilirlar. Taslagin iist kisminda olusan
kap seklindeki yap1 ise bezin muhtemel boyun bolgesini olusturacaktir. B. viridis ve
P. bedriagae larvalarinda da epidermis tabakasina dogru bezin muhtemel salgi

kanalini olusturacak olan ince agikliklar gozlemlenmistir.

Pelophylax bedriagae ve B. bufo’da son derece belirgin, B. viridis
bireylerinde ise bazofilik boyalarla goreceli olarak daha silik bir sekilde gézlenebilen
Eberth-Katschenko tabakasi mevcuttur. Azvedo ve dig. (2005), Bufo ictericus
derisindeki  Eberth-Katschenko tabakasi hakkinda yirittiikleri ¢alismanin
histokimyasal ayaginda, kuvvetli alsiyanofilik, bazofilik ve metakromatik 6zellik
gosteren tabakanin dagimik seklinde gozlendigini belirtmislerdir. Temel olarak
kalsiyum tuzlar ile baglantili glikozaminoglikanlardan meydana gelen E-K tabakasi
hiicresel bir yapiya sahip degildir ve ¢alismaya konu olan tiirlerde de benzer sekilde
devamlilik gostermemektedir. Stratum spongiosum ve stratum kompaktum arasinda
yer alan tabakanin, distile su ile seyreltilen formaldehit karisimlarinin genellikle
asidik olmasi dolayisiyla dekalsifiye edici Ozellik kazanmasi yiiziinden, bazi
durumlarda goézlenemedigi belirtilmektedir. Bununla birlikte s6z konusu olan tez
calismamizda kullanilan fiksatif tiiri Bouin’dir. Sonug olarak ¢alismaya konu olan

tirlerdeki Eberth-Katshenko tabakalar1 agik bir sekilde gozlenebilmistir.

Hyla orientalis ergin bireylerinde olduk¢a ince bir epidermis tabakasi
gozlenmesine ragmen Trachycephalus aff. venulosus Laurenti, 1768 (Anura,
Hylidae)’ye benzer sekilde keratinize bir {ist tabakaya sahiptir (Rigolo ve dig. 2008).

Yine ayn1 ¢alismada Trachycephalus aff. venulosus Laurenti, 1768 (Anura, Hylidae)
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bireylerinde dermisin iki katmandan meydana geldigi bildirilmistir; iistte gevsek bag
dokulu, tiim kutan6z bezlerin iginde yer aldigi siingerimsi dermis ve altta kollajen ve
elastik fibrillere sahip kompakt dermis. H. orientalis bireylerinin dermis tabakas1 da
bol sayidaki miik6z ve serdz bezi barindiran stratum spongiousum ve oldukga
belirgin fibriler yapidaki stratum kompaktumdan meydana gelmektedir. Miik6z
bezler stratum basalenin hemen altinda yer almaktayken, serdz bezler ise bazal

membranin ventralinden stratum kompaktum siniria kadar uzanabilmektedir.

4.2  Immiinohistokimya

Yapilan calismada ergin bireylerin derilerinde bulunan miikéz bezler, seréz
bezler ve epitel tabaka acisindan elde edilen (miyoepitel, salgi epiteli ya da salgi
materyalinin herhangi birinde pozitif reaksiyon gozlenmesi durumu “+” kabul

edilerek) immiinohistokimyasal sonuglar Tablo 4.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.3: Bufo bufo, Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax bedriagae bireylerinin deri
bezlerinde gézlenen immiinohistokimyasal reaksiyonlar

Streptavidin
Biyotin Kompleks Bufo bufo Bufotes viridis Hyla orientalis Pelophylax bedriagae

Teknigi
Miik6z Bez + + - -
Serdz Bez + + + -
Epidermis + + - -

Biyokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak yapilan bazi
caligmalar, c¢esitli amfibi tiirlerinin derilerinin serotonin igerdigini ortaya koymustur
(Yoshie ve dig. 1985, Roseghini ve dig. 1989, Seki ve dig. 1995, Inceli ve dig 2004).
Serotonin diiz kas kontraksiyonunu stimiile eden bir bilesiktir. Ayn1 zamanda
omurgalt sinir sistemi i¢in olduk¢a Onemli olan serotonin, monoamin bir
ndrotransmitterdir. Beyinde serotonin kimyasali salindiginda kan damarlar1 kasilarak
daralir, serotonin diizey1r diistiikce ise genisler. Kurbaga derisinde bulunan

serotoninin ise renk degisimi ve su aligverigsine ek olarak kendini korumada da rol
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oynadig ileri siiriilmektedir (Kramer 1970, Lillywhite 1971, Bennett ve dig. 1981).
Bununla birlikte tam olarak bulunduklar1 yerler ve salgilandiklart bezler hakkinda

yeterli veri bulunmamaktadir.

Bu konu hakkinda yapilan en kapsamli calisma Inceli ve dig. tarafindan
gerceklestirilmistir. Calismamiz, yine Streptavidin-Biyotin yontemiyle 2004 yilinda
gergeklestirilen calismada elde edilen veriler ile kismen paralellik gostermektedir. B.
viridis ve B. bufo o6rneklerinin immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitlerde
epidermis ve dermisi olusturan bag doku serotonin immiinoreaktif degildir. Mukus
bezlerinin salgi boliimlerindeki bazi hiicreler ise serotonin immiinoreaktiftir. P.
bedriagae ve H. orientalis iyelerinde ise s6z konusu immiinoreaktivite
gozlenmemistir. Az miktarda salgi igeren zehir bezleri serotonin immiinoreaktif gibi
goriinmemektedir. Ancak Hyla orientalis orneklerinde salgi biriktirmeye baslayan
veya liimeninde salg1 bulunan hiicreler serotonin immiinoreaktiftir. Benzer sekilde az
miktarda salgi iceren bezlerin miyoepitel hiicreleri serotonin immiinoreaktif
degilken, liimeninde bol miktarda salgi bulunan bezlerin miyoepitel hiicreleri de

kismen serotonin immiinoreaktif 6zellik gostermektedir.

Anur larvalarinda ise ddllenmeden itibaren serotonin varligi saptanmistir.
Erken evredeki Xenopus embriyolari iizerinde yapilan bir ¢alisma déllenmeyi takip
eden bolinme evreleri boyunca dokularda serotonin varhigimi gostermistir.
Segmentasyondan 6nce hemen hemen tiim yumurtaya yayilmis olan serotoninin,
gelisim asamalar ilerledikge azaldigin1 ve spesifik bolgelerde toplaniyor gibi
goriindiiglinii ortaya koymuslardir (Fukumoto ve dig. 2005). Pelophylax bedriagae
larvalarinda (GS 26-28), epidermis tabakasinin dorsal yiizeyinde belirgin sekilde
serotonin immiinoreaktivite gozlenmistir. Deri bezi taslaklarinda ise s6z konusu
reaktivite salgi hiicre taslaklarinin 6zellikle bazal bolgesinde yogun immiinopozitif
olarak gozlenmektedir Bufotes viridis larvalarinda (GS 26-28), epidermis tabakasinin
dorsal yiizeyinde belirgin sekilde serotonin immiinoreaktivite gdzlenmistir. Deri bezi
taslaklarinda ise s6z konusu reaktivite hem bez taslaklarinda hem de salgi

sinsityumlarinda immiinopozitiftir.
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4.3  Kan parametreleri

ABL 800 radyometreden elde edilen bulgular 4  bolimde
degerlendirilmektedir.
a) pH ve kan gazlar1 (pO,=kismi oksijen basinci, pCO,=kismi karbondioksit
basinci)
b) Oksimetri degerleri (sO,= oksijen saturasyonu, FO,Hb= oksihemoglobin
fraksiyonu, FCOHb= karboksihemoglobin fraksiyonu, FHHb= deoksihemoglobin
fraksiyonu)
c) Elektrolitler (cK= potasyum iyon konsantrasyonu, cNa= sodyum iyon
konsantrasyonu, cCa= kalsiyum iyon konsantrasyonu ve cCl= klorid iyon
konsantrasyonu, cHOs;= bikarbonat konsantrasyonu)

d) Metabolitler (cGlu= Glikoz konsantrasyonu, cLac= Laktat konsantrasyonu)

Kuyruksuz kurbagalarmn kan parametreleri hakkinda yapilan kaynak
taramalar1 sonucunda benzer kapsam ve Ozellige sahip bir calismanin heniiz
gergeklestirilmedigini ortaya ¢ikarmustir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasi kapsaminda
gerceklestirilen arastirmalar, igerdigi tiirler agisindan bir ilk olmaktadir. En dikkat
¢ekici sonu¢ B. viridis bireyleri arasinda cinsiyete bagli olarak yalnizca cCa
parametresi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goéstermesidir. Arazi
calismalarinin lireme donemlerinde gerceklestirildigi gbéz Oniine alindiginda, disi
bireylerin kanlarindaki kalsiyum artisinin sebebi yumurtlama doneminde olmalariyla
iligkilendirilebilir (Ulubeli ve dig. 2020).

B. viridis ve P. bedriagae kan degerleri arasinda yapilan testler sonucunda
pH, pCO,, ctHb, cHO3; ve cGlu degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir fark
gosterdigi ortaya ¢ikmustir. Ancak s6z konusu farklarin yorumlanabilmeleri igin
herhangi bir referans deger ve/veya kaynak elde edilememesi dolayisiyla veriler,
ileriki calismalara 1s1k tutmalari agisindan acik bir sekilde sunulmustur. Bu
cer¢evede, Denizli il smirlar igerisinde bulunan Bufo bufo, Bufotes viridis ve
Pelophylax bedriagae tiirlerinin kan parametreleri ile ilgili veriler ilk kez ortaya
koyulmus ve benzeri caligmalarin gerceklestirilmesiyle birlikte gerekli analiz ve

degerlendirmelerin karsilastirilarak yapilabilmesi agisindan ilk adim atilmistir.
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Sonu¢ olarak bu ¢alismada Denizli il siirlar icerisinde bulnan Bufo bufo,
Bufotes viridis, Hyla orientalis ve Pelophylax bedriagae populasyonlarina ait

bireylerin;

1) Deri ve deri bezleri, farkli boyama teknikleri kullanilarak, histokimyasal
acidan ortaya koyulmustur.

2) Deri ve deri bezlerinde bulunan serotonin immiinopozitif bolgeler
belirlenmistir.

3) Kan parametreleri ile gergeklestirilen ¢aligmalar cinsiyet ve tiirler
arasinda karsilastirilarak degerlendirilmis ve kuyruksuz kurbagalar
acisindan ilk kez spesifik kan degerlerine (kan gazi, oksimetri, elektrolit

ve metabolit degerleri) ait veriler elde edilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin histokimyasal ve immiinohistokimyasal ayagi, kuyruksuz
kurbagalarin deri yapilarina ayrintili bir bakis agisi saglamaktadir. Ancak farkli
tirlerle ve/veya farkli bolgelerde yapilabilecek benzer calismalar, elde edilen
bulgularin tiirler arasinda ve/veya lokaliteye bagli olarak degisiklik gdsterip
gostermeyecegi konusuna 1s1k tutmasi agisindan Onemlidir. Ayrica, ince yapi
diizeyinde gergeklestirilecek arastirmalarla s6z konusu bulgularin desteklenmesi

Onerilebilir.

Kan parametreleriyle ilgili veriler ayrintili olarak degerlendirildiginde,
ozellikle populasyon saglig1 acisindan benzer ¢aligsmalarin gerekliligi agik bir sekilde
ortaya ¢ikmaktadir. Oncelikle kan parametreleri acisindan elde edilen verilerin
degerlendirilebilmesi, takiben emsal degerlerin karsilastirilarak yorumlanabilmesi
acisindan benzer aragtirmalarin devamliliginin 6nemi agiktir. Farkl: tiirler i¢in de veri
setleri genisledikce, kan gazi, oksimetri degerleri, elektrolit ve metabolit Sl¢iimleri
arasinda hem bireyler hem de populasyonlar agisindan mukayeseler yaparak
degerlendirmelerde bulunmak miimkiin olacaktir. Bu ¢ergevede, ¢evresel etkenlerin
hem tek tek bireyler hem de populasyonlar {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

konusunda daha kesin, gercekci ve isabetli tespitlerde bulunmak olas1 hale gelecektir.
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